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ADNc: Ácido desoxirribonucleico complementario
APC: Células presentadoras de antígenos (del inglés: “antigen-presenting cell”)
ARN: Ácido ribonucleico
BCR: Receptor de células B (del inglés: “B cell receptor”)
BiFC: Fluorescencia por complementación bimolecular (del inglés: “bimolecular fluorescence com-
plementation”)
BRET: Transferencia de energía resonante bioluminiscente (del inglés: “bioluminiscence resonance 
energy transfer”)
BSA: Albúmina de suero bovina (del inglés: “bovine serum albumine”)
CFP: Proteína fluoresecente cian (del inglés: “cyan fluorescent protein”)
CRS1: Primer sitio de unión a la quimioquina
CRS2: Segundo sitio de unión a la quimioquina
DAG: Diacilglicerol
DIC: Diferencial de contraste de interferencia (del inglés: “diferencial interference contrast”)
DO: Densidad óptica
DOR: Receptor opioide δ (del inglés: “δ opioid receptor”)
DMSO: Dimetilsulfóxido
EBV: Virus Epstein-Barr (del inglés: Epstein-Barr virus)
EDC: 1-etil-3-(3-dimetil-amino-propil) carbodiimida
EDTA: Ácido etilendiaminotetraacético
ELISA: Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (del inglés: “enzime linked immunosorbent 
assay”)
ERK: Proteína quinasa regulada por señales extracelulares (del inglés: “extracellular signal-regula-
ted kinase”)
FBS: Suero fetal bovino (del inglés: “fetal bovine serum”)
FDC: Célula dendrítica folicular (del inglés: “follicular dendritic cell”)
FITC: Isotiocianato de fluoresceína
FN: Fibronectina
FRET: Transferencia de energía resonante fluorescente (del: inglés: “fluorescence resonance energy 
transfer”)
GABABR1: Receptor 1 del ácido gamma-aminobutírico B (del inglés: “gamma aminobutyric acid B 
receptor 1”)


















GAP: Proteína activadora de GTP-asa (del inglés: GTP-ase activating protein)
GDP: Guanosina 5’-difosfato
GFP: Proteína fluoresecente verde (del inglés: “green fluorescent protein”)
GPCR: Receptor acoplado a proteína G (del inglés: “G protein coupled receptor”)
GRK: Quinasa de receptores acoplados a proteínas G (del inglés: “G protein-coupled receptor 
kinase”)
GTP: Guanosina 5’-trifosfato
G418: Sulfato de geniticina
HEPES: Ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina etanolsulfónico
HBSS: Solución salina (del inglés: “Hank’s balanced salt solution”)
H3R: Receptor de histamina H3 (del inglés: “Histamine H3 receptor”)
IL: Interleuquina
IMF: Intensidad media de fluorescencia
IPTG: Isopropil b-D-1-tiogalacto piranósido
IP3: Inositol-1,4,5-trifosfato 
LatA: Latrunculina A
LVP: Partícula lentiviral (del inglés: “lentiviral particle”)
mAb: Anticuerpo monoclonal (del inglés: “monoclonal antibody”)
MAPK: Proteína quinasa activada por mitógenos (del inglés: “mitogen activated protein kinase”)
MOR: Receptor opioide µ (del inglés: “µ opioid receptor”)
MSD: Media del desplazamiento al cuadrado (del inglés: “mean square displacement”)
ND: No determinado
NHS: N-hidroxisuccinimida
PBS: Tampón salino fosfato (del inglés: “phosphate buffer saline”)
PBLs: Linfocitos de sangre periférica (del inglés: “peripheral blood lymphocytes”)





PIP2: Fosfatidil inositol-4, 5-bifosfato
PIP3: Fosfatidil inositol-3, 4, 5-trifosfato
PI3K: Fosfatidilinositol 3’ quinasa





PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (del inglés: “phenylmetthylsulfonyl fluoride”)
PTX: Toxina de Pertussis (del inglés: “Pertussis toxin”)
qPCR: Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa (del inglés“quantitative polymerase chain 
reaction”)
RET: Transferencia de energía resonante (del inglés: “resonance energy transfer”)
RFPm: Proteína fluoresecente roja monomérica (del inglés: “monomeric red fluorescent protein”)
RGS: Proteínas reguladoras de la señalización de proteína G (del inglés: “Regulator of G protein 
signaling”)
RMN: Resonancia magnética nuclear
rpm: Revoluciones por minuto
RT-PCR: Reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (del inglés: “reverse trans-
cription polymerase chain reaction”)
RU: Unidades de resonancia (del inglés “resonance units”)
SEM: Error estándar de la media (del inglés: “standard error of the mean”)
SIDA: Síndrome de inmunodeficiencia adquirida
SLE: Lupus eritematoso sistémico (del inglés: “systemic lupus erithematosus”)
SRET: Transferencia de energía resonante secuencial (del inglés: “sequential resonance energy 
transfer”)
SSTR5: Receptor 5 de la somatostatina (del inglés: “Somatostatin receptor 5”)
TBS: Tampón tris-salino (del inglés: “tris-buffered saline)
TCR: Receptor de células T (del inglés: “T cell receptor”)
TIRF-M: Microscopía de fluorescencia de reflexión interna total (del inglés: “total internal reflection 
fluorescence microscopy”)
TM: Transmembrana
UF: Unidades de fluorescencia
UL: Unidades de luminiscencia
V2R: Receptor de la vasopresina 2 (del inglés: “vasopressin 2 receptor”)
VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana
wt: Genotipo silvestre (del inglés: “wild type”)
YFP: Proteína fluoresecente amarilla (del inglés: “yellow fluorescent protein”)










Existen muchas evidencias del papel 
que desempeñan las quimioquinas en multitud 
de procesos fisiológicos y patológicos. Sin 
embargo, pese a la multitud de estudios 
realizados en este campo, aún no se han 
diseñado fármacos que bloqueando la unión 
quimioquina-receptor tengan una aplicación 
clínica para el tratamiento de las patologías 
inflamatorias y procesos autoinmunes en los 
que estas proteínas están implicadas. Esta 
discrepancia entre esfuerzos y resultados ha 
obligado a los grupos investigadores a revaluar 
la biología de estos mediadores inflamatorios 
en busca de nuevas dianas terapéuticas. En 
este trabajo nos hemos focalizado en las 
conformaciones de sus receptores.
Los receptores de quimioquinas se 
localizan en la superficie celular en forma de 
homo-, hetero-dímeros e incluso oligómeros. 
Son estructuras dinámicas reguladas por la 
coexpresión de los propios receptores y los 
niveles de ligando. Sin embargo, poco se sabe 
de cómo se regulan las conformaciones y qué 
fuerzas celulares las gobiernan. Aplicando 
técnicas de TIRF-M hemos observado que 
CXCR4 forma plataformas en la membrana 
celular, cuya unidad mínima es el dímero 
de acuerdo a los datos de FRET. Dichas 
plataformas presentan difusión sobre los lípidos 
de la membrana celular siguiendo un modelo 
conocido como “hop-difussion”. En él, los 
receptores están atrapados en compartimentos 
de membrana definidos por el citoesqueleto 
de actina y las proteínas que a él se asocian, 
siendo capaces de “saltar“ a compartimentos 
adyacentes donde vuelven a quedar atrapados. 
CXCL12, probablemente promoviendo la 
reorganización temporal y local de la actina, 
provoca la coalescencia de los receptores en 
plataformas de mayor tamaño, y ello facilita 
alcanzar el umbral de respuesta.
Otro aspecto relacionado con la 
dimerización de receptores que no está 
completamente dilucidado es la relevancia 
funcional de las distintas conformaciones 
existentes. Usando células B de ratón hemos 
demostrado que la formación de heterodímeros 
CXCR5/EBI2 reduce la afinidad de CXCR5 
por su ligando CXCL13, lo cual contribuye a 
modular la función de ese receptor atenuando 
el movimiento de la célula B.  Aplicando 
nuevos métodos de “resonance energy 
transfer” como SRET o BiFC, observamos 
también que CD4, CXCR4 y CCR5 forman 
complejos en la superficie celular en ausencia 
de ligandos cuando son coexpresados. Además 
mostramos que la unión de CCR5 modifica 
la conformación de CD4 y CXCR4. Como 
consequencia, la interacción de la proteína 
gp120 de la envuelta de cepas X4 del VIH-1, y 
por lo tanto la infección por este tipo de cepas 















Since the first reports on chemokine 
function, much information has been generated 
on the implications of these molecules in many 
physiological and pathological processes. 
Despite extensive studies, no drugs based 
on the ability to block chemokine binding to 
their receptors have yet been approved for use 
in patients with inflammatory or autoimmune 
diseases.  This discrepancy between efforts 
and results has prompted a re-evaluation of 
chemokine biology.  Here, we will focus on 
chemokine receptor oligomerization, which 
is one of the earliest events in chemokine 
signaling.
Chemokine receptors form homo- 
and heterodimers, and even oligomers at 
the cell surface. These complexes behave 
as dynamic structures that are regulated by 
receptor coexpression and ligand levels. 
Little is nonetheless known on how the 
conformations are regulated, and what cell 
forces govern them. Using TIRF-M techniques 
we observed that CXCR4 forms platforms 
at the cell membrane, the smallest subunit 
of which is a dimer according to FRET and 
BRET data. These platforms diffuse on the cell 
membrane lipids following a model known as 
“hop-diffusion”. In this model, the receptor 
plataforms are temporarily confined within a 
compartment defined by the actin cytoskeleton 
and its associated proteins, but they can 
hop to an adjacent compartment where they 
are again temporarily trapped. Binding of 
CXCL12, which triggers temporal and local 
actin depolymerization, facilitates receptor 
coalescence into larger plataforms, and thus 
facilitates to reach the response treshold.
Another issue related to receptor 
dimerization not yet fully understood is the 
functional relevance of receptor conformations. 
Using murine B cells, we have demonstrated 
that CXCR5/EBI2 heterodimers reduce the 
affinity of CXCR5 for its ligand CXCL13, 
thereby contributing to the regulation of 
receptor function. We detected reduced B cell 
movement when both receptors are coexpresed. 
Similarly, using new methods of resonance 
energy transfer such as SRET and BiFC, 
we furthermore observed that coexpresed 
CD4, CXCR4 and CCR5 form cell surface 
heterocomplexes even in the absence of ligands. 
Finally, CCR5 coexpression was shown to alter 
the conformation of CD4 and CXCR4. As a 
consequence, CCR5 coexpression impedes the 
interaction of the gp120 envelope protein and 









Las quimioquinas son proteínas de 
bajo peso molecular (6-14 kDa) originalmente 
descritas como citoquinas quimioatrayentes y 
proinflamatorias. En un principio fueron iden-
tificadas por su capacidad de atraer poblacio-
nes leucocitarias (Baggiolini, 1998), y hoy se 
relacionan con multitud de procesos fisiológi-
cos y patológicos, entre ellos regulación de la 
diferenciación de linfocitos T (Sallusto et al, 
1998), desarrollo embrionario (Nagasawa et 
al, 1998; Zou et al, 1998), infección por VIH-1 
(Berger et al, 1999), angiogénesis (Belperio et 
al, 2000), enfermedades autoinmunes (Barnes 
et al, 1998; Ribeiro & Horuk, 2005; Rottman 
et al, 2000) o cáncer (Burns et al, 2006; Muller 
et al, 2001).
A pesar de la variabilidad en su se-
cuencia, las quimioquinas poseen una alta ho-
mología estructural, y de hecho se clasificaron 
en base a la disposición de sus cuatro residuos 
de cisteína altamente conservados en cuatro 
subfamilias:
•	 CXC o α-quimioquinas presentan un 
aminoácido intercalado entre las dos 
primeras cisteínas de su secuencia.
•	  CC o β-quimioquinas presentan las 
dos primeras cisteínas consecutivas.
•	 CX3C o γ-quimioquina se caracteriza 
por poseer tres aminoácidos entre sus 
dos primeras cisteínas. El CX3CL1 es 
el único miembro de esta subfamilia 
que se caracteriza por estar formado 
por el dominio N-terminal del receptor 
de neurotactina seguido por una serie 
de dominios de tipo mucina, una región 
transmembrana y una cola citoplasmá-
tica que le confiere capacidad como 
quimioatrayente y como molécula in-
volucrada en adhesión celular.
•	 C o δ-quimioquina se caracteriza por 
poseer únicamente dos de los cuatro 
residuos conservados de cisteína. Esta 
subfamilia posee tan solo dos miem-
bros, XCL1 y XCL2.
 Inicialmente las quimioquinas adqui-
rían su nombre en función de su papel y de 
las células que las producían. Sin embargo en 
el año 2000 se introdujo un nuevo sistema de 
nomenclatura basado en la identificación de 
la subfamilia a la que pertenecen seguido de 
un número, que corresponde a la posición que 
ocupa el gen que codifica para esa proteína en 
el cromosoma (Zlotnik & Yoshie, 2000). De 
ese modo, por ejemplo la quimioquina “stromal 
derived factor 1a” (SDF-1α) pasó a llamarse 
CXCL12 o la proteína “monocyte chemoattrac-











































CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, 
CXCL6, CXCL7, CXCL8
CXCL4*, CXCL9, CXCL10, CXCL11, 






CCL3, CCL3L1, CCL5, CCL7, CCL8, 
CCL13, CCL14, CCL15, CCL16, 
CCL23, CCL26
CCL2, CCL7, CCL8, CCL13, CCL16, 
CCL11, CCL26
CCL3L1, CCL5, CCL7, CCL11, 
CCL13, CCL14, CCL15, CCL24, 
CCL26, CCL28, CXCL9, CXCL10, 
CXCL11, CCL18
CCL17, CCL22
CCL3, CCL3L1, CCL4, CCL4L1, 








CCL2, CCL3, CCL3L1, CCL4, 
CCL4L1, CCL5, CCL7, CCL8, 
CCL11, CCL12, CCL13, CCL14, 
CCL17, CCL22, CCL23, CCL24
CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL7, 




CCL19, CCL21, CCL25, CXCL13
Atípicos
GCP2, NAP-2, IL-8
GROα, GROβ, GROγ, ENA78, GCP2, 
NAP-2, IL-8






MIP-1α (LD78α), LD78β, RANTES, 
MCP-3, MCP-2, MCP-4, HCC-1, 
HCC-2, LEC, MPIF-1, Eotaxin-3 
MCP-1, MCP-3, MCP-2, MCP-4, LEC, 
Eotaxin, Eotaxin-3
LD78β, RANTES, MCP-3, Eotaxin, 
MCP-4, HCC-1, HCC-2, Eotaxin-2, 
Eotaxin-3, MEC, MIG, IP-10, I-TAC, 
PARC
TARC, MDC
MIP-1α, LD78β, MIP-1β, AT744.2, 








MIP-3β, SLC, TECK, BLC
MIP-3β, Chemerin
MCP-1, MIP-1α, LD78β, MIP-1β, 
AT744.2, RANTES, MCP-3, MCP-2, 
Eotaxin, MCP-4, HCC-1, TARC, MDC, 
MPIF-1, Eotaxin-2
GROα, GROβ, GROγ, NAP-2, IL-8, 
MCP-1, RANTES, Eotaxin, MCP-4, 
HCC-1, TARC
Células que expresan el 
receptor
Mo: Monocitos, CDi: Célula dendrítica inmadura; CDm: Célula dendrítica madura, B: Célula B; T: Célula T; Th1: Célula 
Th1; Th2: Célula Th2; Th17: Célula Th17; Treg: Célula T reguladora; Tfh: Célula T folicular helper; Tmem: Célula T de 
memoria; Eo: Eosinólos; Baso: Basólos; Neu: Neutrólos. Las quimioquinas marcadas en rojo representan quimio-























Actualmente se mantiene la nomen-
clatura moderna, pero se prefiere una clasifica-
ción que atiende a un criterio funcional, y así, 
se diferencian las quimioquinas homeostáticas 
y las inflamatorias (Baggiolini, 1998; Moser, 
2003). 
Las quimioquinas homeostáticas 
son quimioquinas expresadas constitutiva-
mente en los órganos y participan en procesos 
homeostáticos, es decir, en su formación y or-
ganización. Por ejemplo, CXCL13 o CCL21, 
dirigen la migración de los linfocitos, B o T 
respectivamente, hacia zonas concretas de los 
órganos linfoides secundarios, organizando así 
su arquitectura.
Las quimioquinas inflamatorias son 
quimioquinas inducibles que participan en pro-
cesos inflamatorios. Estas quimioquinas juegan 
un papel importante en la inmunidad innata y 
adaptativa en respuesta a infecciones, daño ti-
sular, etc. y posibilitan el reclutamiento celular 
específico en los tejidos inflamados.
1.2.-Estructura y oligomerización:
En las quimioquinas podemos diferen-
ciar tres dominios estructurales: el dominio N-
terminal, el central y el C-terminal. El dominio 
N-terminal es un dominio crítico para la seña-
lización que está implicado junto al dominio 
central en la unión al receptor. Al dominio C-
terminal se le ha asignado la unión a glicosa-
minoglicanos (GAGs), elementos críticos para 
entender el papel de las quimioquinas “in vivo” 
(Proudfoot et al, 2003) (Figura 1). 
Las diferentes quimioquinas en solu-
ción adoptan un amplio rango de estados de oli-
gomerización, formando monómeros (CCL7, 
CCL21), dímeros (CCL2, CXCL8, CXCL12), 
tetrámeros (CXCL4) y agregados oligoméricos 
(CCL3,CCL4 y CCL5) (Ray et al, 2012; Salan-
ga & Handel, 2011). Existen básicamente dos 
tipos de estructuras diméricas: los dímeros del 
tipo CC que son característicos de la familia de 
quimioquinas CC, y los dímeros del tipo CXC 
que son formados predominantemente por 
miembros de la familia de quimioquinas CXC. 
Estos dímeros forman la estructura básica de 
los agregados oligoméricos (Ren et al, 2010; 
Wang et al, 2011). También se han descrito he-
terodímeros CC/CXC como por ejemplo CCL5 
y CXCL4 que promueven el reclutamiento de 
monocitos y su retención en el vaso sanguí-
neo, formando placas de ateroma (Koenen et 
al, 2009).
 Aunque no siempre se ha relacionado 
con formación de heterocomplejos, existen fe-
nómenos de sinergismo entre quimioquinas,  es 
decir, el efecto de una quimioquina es mayor en 
presencia de otra quimioquina. Por ejemplo, en 
monocitos CXCL8 y CXCL12 ejercen un efec-
to sinérgico sobre CCL2 (Gouwy et al, 2008). 
De forma similar la presencia de CXCL13 po-
tencia el efecto de CCL19 y de CCL21 en las 










































Figura 1: Esquema de la estructura de las qui-
mioquinas. Las quimioquinas presentan una alta 
homología estructural, y han sido clasificadas en 
4 subfamilias en función de la disposición de sus 
residuos de cisteína altamente conservados. En 
las cuatro subfamilias de quimioquinas se dife-
rencian tres dominios estructurales, el dominio 
C-terminal (recuadrado en verde), el dominio 
N-terminal (recuadrado en amarillo) y el domi-










Como ya hemos anticipado, en la fisio-
logía de las quimioquinas es muy importante 
su interacción con los GAGs. Inicialmente se 
pensaba que los GAGs participaban en la oli-
gomerización de quimioquinas (Hoogewerf et 
al, 1997; Lau et al, 2004), y se ha demostra-
do que facilitan la formación de los gradien-
tes quimioatrayentes en la superficie celular 
necesarios para el posicionamiento y movi-
miento celular, ya que evitan el arrastre de las 
quimioquinas por el flujo sanguíneo o linfático 
(Figura 2). También se ha visto que las interac-
ciones con GAGs facilitan la transcitosis de las 
quimioquinas a través de las células, y también 
las interacciones con el receptor (Vega et al, 
2011; Wang et al, 2005; Yin et al, 2010). Se ha 
demostrado, usando variantes monoméricas de 
CXCL8 (Rajarathnam et al, 1994), CCL2 (Paa-
vola et al, 1998), CCL4 (Laurence et al, 2000) 
y CCL5 (Proudfoot et al, 2003), que las qui-
mioquinas monoméricas pueden unirse al re-
ceptor manteniendo su actividad “in vitro”, sin 
embargo no son funcionales “in vivo” (Prou-
dfoot et al, 2003), demostrando la importancia 
funcional de los complejos de quimioquinas.
2.-Receptores de quimioquinas:
2.1.-Clasificación y estructura:
Los receptores de quimioquinas perte-
necen a la familia de los receptores de siete do-
minios transmembrana acoplados a proteínas 
G (GPCR) localizados en la membrana celular 
(Rossi & Zlotnik, 2000). Esta superfamilia de 
proteínas es una de las más abundantes en ma-
míferos, a ella pertenecen también los recep-
tores de neurotransmisores, hormonas, feromo-
nas e incluso los de fotones en la retina.
En humanos los GPCRs se dividen en 
5 familias definidas por los receptores rodopsi-
na, secretina, glutamato, adhesión y Frizzled/
Taste2 (Fredriksson et al, 2003). La primera es 
la familia mayoritaria y se subdivide en otros 
4 grupos: Receptores del grupo α (compuesto 
por los receptores de prostaglandina, recepto-
res de neurotransmisores sensibles a aminas 
biogénicas, opsinas, melatonina y MECA), del 
grupo b (compuesto por 36 miembros) del gru-
po g (compuesto por tres subgrupos: receptores 
de SOG, MCH y receptores de quimioquinas) y 
del grupo δ (compuesto por 4 miembros: recep-
tores relacionados con el oncogen MAS, recep-
tores del grupo de las glicoproteínas, receptores 
purinérgicos y olfactorios) (Fredriksson et al, 
2003).
Los receptores de quimioquinas están 
formados por una única cadena polipeptídica de 
unos 350 aminoácidos (40 KDa)  que atraviesa 
siete veces la membrana plasmática, quedando 
el extremo N-terminal y tres bucles orientados 
hacia el exterior celular, implicados en la unión 
del ligando, y el extremo C-terminal y 3 bucles 
intracelulares implicados en la unión de proteí-
nas señalizadoras. La cristalización de CXCR4 














Figura 2: Modelo formación de gradiente de 
quimioquinas y transmigración celular. En el 
panel superior se muestra un modelo esquemáti-
co de la formación de gradiente de gradiente de 
quimioquinas por los GAGs. En el panel inferior 
se muestra un modelo esquemático de transmi-
gración celular en la que se destacan los procesos 
necesarios (rodamiento, adhesión firme y extra-




tructura cuaternaria de un receptor de quimio-
quinas con una alta resolución molecular (Wu 
et al, 2010) (Figura 3). En ella se destaca que 
en el segundo bucle intracelular existe un mo-
tivo (DRY) implicado en la activación de la se-
ñalización intracelular que es específico de la 
familia de receptores tipo rodopsina. Este mo-
tivo DRY actúa como gatillo exponiéndose la 
tirosina tras la unión del ligando y posibilitan-
do la activación de la proteína Gαi (Oldham & 
Hamm, 2008). Los receptores de quimioquinas 
presentan cuatro cisteínas altamente conserva-
das, las dos primeras están involucradas en la 
formación de un puente disulfuro entre los bu-
cles extracelulares 1 y 2, las otras dos originan 
un puente disulfuro entre el extremo N-terminal 
y el tercer bucle extracelular. Estos dos puentes 
disulfuro permiten el correcto plegamiento de 
la proteína, lo que determina tanto la correcta 
unión del ligando como el acoplamiento de las 
proteínas señalizadoras. 
Actualmente se conocen 23 recepto-
res de quimioquinas humanos, agrupados en 4 
familias: CCR, CXCR, CX3CR y XCR, ade-
más hay un grupo de receptores atípicos (D6, 
DARC, CCRL1, CCRL2 y CXCR7) que care-
cen de dominio DRY por lo que no señalizan 
vía Gαi y participan en el control de los niveles 
de quimioquinas en los tejidos. Son recepto-
res “basureros” (scavenger o decoy) (Graham, 
2009; Graham et al, 2012). Aunque CXCR7 
fue originalmente descrito como uno de estos 
receptores (Kalatskaya et al, 2009; Zabel et al, 
2011), recientemente se ha visto que en astro-
citos y en células de glioma puede señalizar 
por proteína Gαi en respuesta a CXCL12 y por 
b-arrestinas (proteínas citosólicas que actúan 
como cofactores de las quinasas acopladas a 
proteína G (GRKs)) mediando su desensibili-
zación) en respuesta a CXCL11 (Odemis et al, 
2012). Además existen receptores codificados 
por virus como US28, ORF74 o M33 (Alcamí, 
2003), que podrían participar en el proceso de 
escape del virus a la función del sistema inmu-
ne.
Aunque la mayoría de receptores de 
quimioquinas pueden unir varios ligandos, en 
algunos casos con similar afinidad (11 ligandos 
para CCR1 y 14 para CCR3), algunos son es-
pecíficos de un solo ligando (CXCR4, CXCR5, 
CXCR6, CCR6, CCR8 y CCR9). Por otro lado 
los receptores atípicos (DARC y D6) y los re-
ceptores codificados por virus (US28) tienden 
a ser particularmente promiscuos con respec-
to al reconocimiento de ligando, confirmando 
su papel como controladores de los niveles de 
quimioquinas. De forma similar, los ligandos 
pueden unirse a más de un receptor forman-
do así una compleja red de interacciones. La 
promiscuidad de ligandos y receptores da una 
idea de la redundancia que existe en el sistema 
inmune (Lukacs et al, 1999; Mantovani, 1999) 
y de su relevancia funcional. No obstante, exis-
ten razones para creer que el sistema podría no 
ser tan redundante como inicialmente se podía 
90º
90º
Figura 3: Estructura tridimensional del re-
ceptor de quimioquinas CXCR4. Esta estruc-
tura fue obtenida a partir de los datos del cristal 
de CXCR4. En la parte superior observamos la 
estructura del dímero de CXCR4 destacando en 
naranja la zona de interacción y en rojo la zona 
de unión del ligando. La parte inferior derecha se 
muestra uno de los monómeros girado 90° para 
poder observar en detalle la zona de interacción 
señalada en naranja, mientras que en la parte infe-
rior izquierda se muestra el mismo monómero con 










pensar, sino que la variabilidad de ligandos y 
receptores es necesaria para conseguir una re-
gulación máxima y fina de las funciones (De-
valaraja & Richmond, 1999). Los diferentes 
patrones de expresión tanto espaciales como 
temporales de las quimioquinas y receptores, 
permiten un control de todas y cada una de las 
células del sistema inmune (Devalaraja & Ri-
chmond, 1999).  La complejidad es mayor si 
además incluimos procesos de homo- y hetero-
oligomerización de las quimioquinas y de sus 
receptores, y la formación de complejos con 
otros receptores sean GPCRs o no.
2.2.-Unión del ligando al receptor:
2.2.1.-Zonas del ligando implicadas en la 
unión al receptor:
El extremo N-terminal de la quimio-
quina es crítico para la señalización. Concreta-
mente, se describió el papel predominante del 
motivo ELR del extremo N-terminal para las 
quimioquinas CXC (Clark-Lewis et al, 1995). 
Si el extremo N-terminal es mutado, suprimido 
o alargado, las propiedades de señalización de 
las quimioquinas se alteran de manera conside-
rable sin que se vea afectada su capacidad de 
unión al receptor. Por ejemplo, la eliminación 
de siete residuos del extremo N-terminal de 
CCL2 hace que este ligando pase de ser un ago-
nista a un antagonista de alta afinidad (Zhang 
& Rollins, 1995), el mismo efecto se observó 
al añadir una meteonina al extremo N-terminal 
tanto en CCL2 (Jarnagin et al, 1999) como en 
CCL5 (Proudfoot et al, 1996). La introducción 
de mutaciones específicas en el extremo N-
terminal de CXCL12, también lo convierten en 
un antagonista de CXCR4 (Crump et al, 1997). 
Otras veces determinadas modificaciones en el 
extremo N-terminal originan agonistas más po-
tentes, por ejemplo CCL14 que en condiciones 
fisiológicas se encuentra formando dímeros, y 
cuando carece de sus ocho primeros residuos 
disminuye su capacidad de dimerización, y ello 
promueve una señalización más potente “in vi-
tro” (Blain et al, 2007). 
Por otro lado, las mutaciones del domi-
nio central de las quimioquinas (a partir de la 
primera cisteína) modulan su afinidad por el re-
ceptor y la consecuente señalización (Blanpain 
et al, 2003) (Figura 4).
2.2.2.-Zonas del receptor implicadas en la 
unión del ligando:
Basándose en estudios de mutagénesis 
dirigida y en generación de proteínas quimé-
ricas, hoy sabemos que el extremo N-terminal 
en algunos receptores (CCR2, CCR3, CCR5 y 
CXCR1) está involucrado en mantener la es-
pecificidad por el ligando. Por otro lado, estu-
dios por resonancia magnética nuclear (RMN), 
usando péptidos derivados del extremo N-ter-
minal del receptor y la quimioquina específica, 
demostraron la importancia que para la especi-
ficidad también tiene el segundo bucle extrace-
lular de algunos receptores.
La cristalización de CXCR4 hecha en 
presencia de antagonistas, It1t (pequeña molé-
cula antagonista) o CVX5 (antagonista cíclico) 
reveló la existencia de una amplia zona de in-
teracción con el ligando. En el caso de It1t la 
unión implica las hélices transmembrana I, II, 
III y VII, mientras que en el caso de CVX5 son 
residuos de las hélices transmembrana III, IV, 
V, VI y VII las participantes (Wu et al, 2010). 
Aunque la unión de estos compuestos puede 
no asemejar lo que ocurre con el ligando, hay 
que decir que son antagonistas e interaccionan 
con residuos ácidos como los implicados en la 
unión del extremo N-terminal de CXCL12 (Wu 
et al, 2010). En conjunto estos datos sugieren 
que tanto CXCL12 como los antagonistas usa-
dos se están uniendo al denominado dominio 
CRS2 (segundo sitio de unión de la quimio-
quina) del receptor, formado por las hélices 
transmembrana y el segundo bucle extracelular 
(ECL2).
Finalmente cabe reseñar que “in vivo” 
los receptores de quimioquinas y sus ligandos 
son dianas de procesos de glicosilación y/o sul-
fatación sobre residuos de tirosina en la región 
N-terminal (Bannert et al, 2001; Farzan et al, 
2002; Farzan et al, 1999; Farzan et al, 2000; 
Fong et al, 2002; Preobrazhensky et al, 2000), y 
dianas de tirosin sulfotransferasas, que pueden 
modificar las características de unión y afinidad.
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2.2.3.-Modelo de unión quimioquina/recep-
tor:
Existen evidencias (Kofuku et al, 2009) 
que apoyan al modelo establecido de dos sitios 
de unión de la quimioquina al receptor nece-
sarios para la completa activación. El dominio 
central de la quimioquina se une al extremo 
N-terminal del receptor (primer sitio de unión 
de la quimioquina o CRS1) orientando el ex-
tremo N-terminal de la quimioquina hacia las 
regiones transmembrana del receptor (CRS2). 
En esas condiciones las quimioquinas provo-
can el cambio conformacional del receptor ne-
cesario para activar la señalización intracelular 
(Blanpain et al, 2003; Kofuku et al, 2009) (Fi-
gura 4).
Según estos estudios, y asumiendo que 
el receptor se encontrase en forma monomé-
rica, se interpretó que la forma relevante de 
interacción quimioquina:receptor correspon-
día con una estequiometría 1:1. Sin embargo, 
existen muchas evidencias que demuestran que 
los receptores de quimioquinas existen como 
homo- y hetero-oligómeros, lo que conduce a 
una alternativa diferente tanto en la estequio-
metría como en el modo de unión de la quimio-
quina a los oligómeros de receptores. Tomando 
como modelo de receptores de quimioquinas el 
cristal de CXCR4 y teniendo en cuenta el tipo 
de estructuras y cargas de la molécula, podrían 
existir estequiometrías 1:1, 1:2 ó incluso 2:2.
3.-Oligomerización de GPCRs:
3.1.-Evidencias de homo y hetero-oligomeri-
zación:
 
 Aunque clásicamente, la actividad de 
los GPCRs se había ligado a una conformación 
monomérica (Bayburt et al, 2011; Ernst et al, 
2007; Kuszak et al, 2009), multiples evidencias 
hoy demuestran que los GPCRs pueden dime-
rizar e incluso oligomerizar (Hamatake et al, 
2009; Hernanz-Falcon et al, 2004; Percheran-
cier et al, 2005; Wang et al, 2006; Wilson et al, 
2005). 
 La dimerización de estos receptores se 
produce durante su síntesis en el retículo endo-
plásmico y es necesaria para el transporte de 
los nuevos receptores formados a la membra-
na celular (Salahpour et al, 2004). En algunos 
casos, como el del receptor b2 adrenérgico, la 
dimerización es necesaria para que los recepto-
res puedan expresarse en la membrana celular 
(Bulenger et al, 2005; Limatola et al, 2003; Mi-
lligan, 2004; Prinster et al, 2005; Terrillon & 
Bouvier, 2004). También se ha relacionado la 
dimerización con procesos de desensibilización 
de los receptores mediados por arrestinas, pero 
al igual que para la proteína G, sólo es necesa-
ria la interacción de uno de los miembros del 
dímero con  una molécula de arrestina (Hanson 
et al, 2007). En los GPCRs que establemente 
forman dímeros, se ha demostrado que para la 
unión de la proteína G al receptor, es suficiente 
con la activación de uno de los miembros de la 
pareja, lo que apoya que la estequiometría de la 
unión GPCR:proteína G sea 1:1 (Gurevich & 
Gurevich, 2008). 
De hecho existen varios modelos de 
dimerización basados en las regiones del recep-
tor implicadas en la dimerización. Un primer 
Figura 4: Esquema del modelo de “dos sitios 
de unión” ligando-receptor. El dominio central 
de la quimioquina se une al extremo N-terminal 
del receptor en el primer sitio de unión, también 
llamado CRS1 (representado con círculo azul). 
Esto promueve una reorientación del extremo 
N-terminal de la quimioquina que interacciona 
con regiones transmembrana del receptor en el 
segundo sitio de unión, también llamado CRS2 
(representado con circulo naranja), promoviendo 
el cambio conformacional del receptor necesario 
para desencadenar la señalización. Imagen toma-









grupo engloba a receptores cuyo dominio de 
dimerización se localiza preferentemente en su 
extremo N-terminal, este es el caso de algunos 
canales iónicos o del receptor de glutamato. Un 
segundo grupo, incluye receptores que dimeri-
zan preferentemente por su región C-terminal, 
como es el caso de los receptores I y II del 
ácido g-aminobutírico (GABAB-R1 y GABAB-
R2). Finalmente hay receptores que dimerizan 
utilizando las regiones transmembrana, como 
ocurre con el receptor D2 dopaminérgico o con 
el b-adrenérgico (Bulenger et al, 2005).
En el caso de los receptores de quimio-
quinas, los primeros dímeros se pusieron de 
manifiesto usando técnicas de inmunoprecipi-
tación y western blot. CCR2, CCR5 y CXCR4 
forman dímeros, y la mutación del dominio 
DRY en el CCR2 genera un receptor no fun-
cional que además actúa como dominante ne-
gativo del CCR2 natural (Mellado et al, 1999). 
Estudios posteriores empleando técnicas de 
transferencia de energía por resonancia (BRET 
y FRET), demostraron que los dímeros prexis-
ten en la superficie celular en ausencia de li-
gando. Así se demostró primero para CCR2 y 
CCR5 (Benkirane et al, 1997; El-Asmar et al, 
2005; Hernanz-Falcon et al, 2004; Issafras et 
al, 2002; Percherancier et al, 2005), pero luego 
también para CXCR4, CXCR1 y CXCR2 (Mar-
tinez Munoz et al, 2009; Wilson et al, 2005).
La dimerización también parece ocu-
rrir durante la síntesis de proteínas y es indepen-
diente de la acción del ligando, así se ha visto 
para CXCR2 (Trettel et al, 2003) o para CCR5 
(Issafras et al, 2002). Precisamente ese hecho 
explica cómo el mutante natural CCR5∆32 di-
meriza con CCR5 y lo retiene intracelularmen-
te (Benkirane et al, 1997). En consecuencia se 
produce una reducción de CCR5 en la super-
ficie celular que explicaría por qué los indivi-
duos heterocigotos para CCR5∆32 presentan 
retraso en el desarrollo del SIDA (Benkira-
ne et al, 1997). De todos modos la mutación 
CCR5∆32 también se ha relacionado con una 
reducción de las copias del gen CCR5, redu-
ciendo la expresión de éste en la membrana ce-
lular, y por tanto explicando también la menor 
infección del VIH-1 observada (Paxton et al, 
1998; Venkatesan et al, 2002).
Los receptores de quimioquinas per-
tenecen a los GPCR que utilizan regiones 
transmembrana para dimerizar, por ejemplo 
en CCR5 se describieron los residuos Ile52 y 
Val150 de las regiones TMI y TMIV respec-
tivamente, como claves para la dimerización. 
De hecho mutaciones puntuales en esos resi-
duos conducen a la ausencia de dimerización y 
función asociada (de Juan et al, 2005; Hernanz-
Falcon et al, 2004). Para CXCR2 se ha descrito 
que participan en la dimerización el primer bu-
cle extracelular, la región TMIII y el segundo 
bucle intracelular (Trettel et al, 2003). Péptidos 
cíclicos con una estructura del TMI inhiben la 
función de CCR2 (Hurevich et al, 2013).
La reciente cristalización de CXCR4, 
ha confirmado estructuralmente la formación 
de dímeros de CXCR4 ya demostrados por 
RET. En el cristal de CXCR4, se resolvieron 
cinco estructuras diferentes, con la característi-
ca común de que en todas ellas se mostraba al 
dímero como unidad estructural, presentando 
principalmente interacciones entre las hélices 
transmembrana V y VI (Wu et al, 2010). La 
estructura dimérica observada en el cristal se 
ve reforzada, ya que las cinco estructuras pre-
sentan la misma zona de contacto, descartando 
que este fenómeno se deba a una consecuencia 
artefactual del cristal. Debe no obstante, indi-
carse que los cristales de CXCR4 se han con-
seguido en presencia de antagonistas asociados 
al receptor, por lo que no puede descartarse un 
efecto activo de los ligandos en la dimerización 
y por tanto sobre los residuos implicados.
El estudio del proceso de heterodi-
merización de GPCRs también ha crecido ex-
ponencialmente. La primera evidencia de una 
relevancia funcional asociada a los heterodíme-
ros se obtuvo con el receptor de GABA, GA-
BAB-R1 y GABAB-R2, ya que la heterodime-
rización de estos dos receptores era necesaria, 
tanto para alcanzar la membrana plasmática, 
como para que fuesen funcionalmente activos. 
(Margeta-Mitrovic et al, 2000; Marshall et al, 
1999; Kuner et al, 1999). Mutantes de recep-
tores de vasopresin V2R (Zhu & Wess, 1998), 
D3 dopamina (Grosse et al, 1997), CCR5 (Ben-
kirane et al, 1997), CCR2 (Colley et al, 1995; 
Rodriguez-Frade et al, 1999), y rodopsina (Co-
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lley et al, 1995) tienen un efecto de dominan-
cia negativa sobre sus receptores naturales. En 
muchos de estos casos, se ha comprobado que 
la forma natural y la mutante son capaces de 
heterodimerizar, quedándose retenidas en el re-
tículo endoplásmico.
El fenómeno de la heterodimerización 
de los GPCRs se ha relacionado con la diver-
sidad farmacológica de los receptores involu-
crados. Los primeros estudios realizados con 
la pareja de receptores opioides δ y κ, demos-
traron la existencia de cooperatividad positiva 
entre ellos (Jordan & Devi, 1999). Igual suce-
de con GABAB-R1/GABAB-R2 (Galvez et al, 
2001), receptores opioides δ/m (Gomes et al, 
2000), receptores muscarínicos M2/M3 (Ma-
ggio et al, 1999), receptores de somatostatina 
SSTR5/dopamina D2 (Rocheville et al, 2000) 
y de adenosina A2A/dopamina D1 (Franco et 
al, 2000).
En los receptores de quimioquinas, 
también hay ejemplos de relevancia funcional 
asociados a la heterodimerización. Por ejem-
plo, “in vitro” el complejo CCR2/CCR5 activa 
una señalización específica diferente a la gene-
rada por los homodímeros CCR2 y CCR5 (Me-
llado et al, 2002; Mellado et al, 2001). Por otro 
lado, también se ha demostrado la señalización 
en trans del complejo CCR2/CXCR4; en célu-
las que coexpresan ambos receptores, la unión 
de un antagonista de CXCR4 (AMD3100) o un 
agonista inverso de CCR2 (TAK779) inhibe la 
unión del ligando del otro receptor (Sohy et al, 
2007). De esta manera, la estabilización de una 
conformación podría desencadenar mecanis-
mos de señalización diferentes a la respuesta 
del receptor individual.
Se sabe que CXCL12 se une tanto a 
CXCR4 como a CXCR7, sin embargo CXCR7 
no es capaz de asociar proteína G (Naumann et 
al, 2010). Estos receptores forman heterodíme-
ros CXCR4/CXCR7, de esta manera CXCR7 
actúa modulando la respuesta de CXCR4 a 
CXCL12 (Levoye et al, 2009; Sierro et al, 
2007). También se ha descrito cómo los hete-
rodímeros CXCR4/CXCR7 intensifican la se-
ñalización promovida por CXCL12 durante el 
desarrollo embrionario (Sierro et al, 2007). Por 
otro lado, se ha observado que el bloqueo de 
CXCR7 regula la activación de integrinas me-
diada por CXCR4 en linfocitos y en células he-
matopoyéticas CD34+ (Hartmann et al, 2008). 
Por tanto los heterodímeros CXCR4/CXCR7 
podrían ser considerados una unidad funcional 
independiente que contribuye a la plasticidad 
del CXCL12.
 Homo y heterodímeros no son estructu-
ras fijas, realmente proporcionan un mecanis-
mo dinámico de funcionalidad. Hoy sabemos 
que homo y heterodímeros pueden intercam-
biarse en función de la expresión de los recep-
tores y los niveles de ligando (Martínez Muñoz 
et al, 2009).
3.2.-Efectos de la hetero-oligomerización so-
bre la unión del ligando:
Los complejos homo- y heterodiméri-
cos existen en ausencia de ligandos, pero estos 
contribuyen a la estabilización de los comple-
jos. CCR2 y CCR5 interaccionan en ausencia 
de agonistas (El-Asmar et al, 2005) y la unión 
de sus respectivos ligandos no tuvo efecto en 
los valores de BRET50 (relacionado con la afi-
nidad aparente) pero sí en el BRETmax (relacio-
nado con el número de complejos). Un efecto 
similar se observó en el caso de los complejos 
CCR2/CXCR4 (Percherancier et al, 2005). 
En ensayos de unión de ligando marca-
do radioactivamente con 125I, se observó en cé-
lulas que expresaban solo CCR2, que la unión 
del CCL2 no se veía afectada por la presencia 
de ligandos de CCR5. De forma similar, en cé-
lulas que sólo expresaban CCR5, se vió que la 
unión de CCL4 no se veía afectada por la pre-
sencia de los ligandos de CCR2. Sin embargo, 
en células que coexpresaban CCR2 y CCR5, se 
observó que la exposición de ambos ligandos 
provoca que cada ligando reduzca la unión del 
otro ligando a su receptor, de esta forma los li-
gandos de CCR5 inhiben la unión de CCL2 a 
CCR2, y viceversa. Este fenómeno de transin-
hibición sugiere un papel de los heterodímeros 
modulando la respuesta de otras quimioquinas 
(Springael et al, 2006). La transinhibicion de la 









los hetero-oligómeros CCR2/CXCR4 (Sohy et 
al, 2007) y para los complejos de CCR2/CCR5/
CXCR4 (Sohy et al, 2009) (Figura 5).
 También se ha descrito el efecto de la 
transinhibición como una consecuencia del 
secuestro de proteína G por parte del otro re-
ceptor, y esto podría ser independiente a la for-
mación de los heterodímeros (Birdsall, 2010; 
Chabre et al, 2009; Vischer et al, 2011). En el 
caso de la unión de CCL4 a CCR5, se ha vis-
to que tanto la adición de PTX como de com-
puestos análogos al GTP producen una fuerte 
reducción de la unión del ligando al receptor 
(Springael et al, 2006). En este sentido, el se-
cuestro de la proteína G debido a la unión de 
un agonista a su receptor puede producir una 
disminución de la afinidad del otro receptor por 
su ligando, sobre todo si la proteína G está pre-
sente en cantidades limitantes.
3.3.-Efectos de la hetero-oligomerización so-
bre la señalización:
 Algunos estudios han apuntado que 
los heterodímeros median sinergismo entre 
quimioquinas (Mellado et al, 2001), aunque 
este efecto no parece ocurrir en todos los ca-
sos (Sohy et al, 2007; Sohy et al, 2009). El uso 
de antagonistas específicos de un receptor ha 
demostrado efectos sobre otros receptores pre-
sentes en los complejos. El AMD3100, que es 
un antagonista de CXCR4, inhibe tanto la se-
ñalización de CXCR4 en respuesta a CXCL12, 
como la señalización de CCR2 en respuesta a 
CCL2. El mismo efecto se observó con TAK-
799 (agonista inverso de CCR2), que es capaz 
de bloquear la señalización tanto de CCL2 como 
de CXCL12 en células que coexpresan ambos 
receptores (CCR2 y CXCR4) (Sohy et al, 2007; 
Sohy et al, 2009). En esta línea, estudios poste-
riores demostraron interacciones cooperativas 
y hetero-oligomerización entre  CCR2, CCR5 
y CXCR4, a la vez que inhibición en la movili-
zación de calcio y migración en respuesta a sus 
ligandos, cuando están presentes antagonistas 
de los receptores que no son estimulados. Esta 
competición cruzada también está presente “in 
vivo”, donde el TAK-799 (que antagoniza a 
CCR5 y a CCR2) bloquea la migración de las 
células promovida por CXCL12 (Sohy et al, 
2009). Estos datos apuntan a que basándose en 
procesos de oligomerización de receptores es 
posible inhibir la actividad de un receptor de 
quimioquinas actuando sobre otro receptor.
 En algunos casos la heterodimeriza-
ción, se ha ligado a diferencias en la señaliza-
ción. Así, CCR2 y CCR5 activan una proteína 
Gαi cuando son activados por sus ligandos es-
pecíficos, pero cuando son coexpresados en la 
misma célula y activados simultáneamente se 
asocian a una proteína Gαq, en consecuencia 
la respuesta no es sensible al tratamiento con 
toxina de Pertussis y la célula se adhiere en lu-
gar de migrar (Mellado et al, 2001). Algo si-
milar se ha observado durante la formación de 
la sinapsis inmunológica, CXCR4 y CCR5 son 
reclutados a esa zona y activando a la proteína 
Gαq contribuyen a la estabilización de la unión 
de la célula T a la APC (célula presentadora de 
antígeno) (Molon et al, 2005). 
Figura 5: Relevancia funcional de la oligome-
rización de receptores de quimioquinas. Se ha 
demostrado que heterodimerización de los recep-
tores de quimioquinas puede tener consecuencias 
en el del tráfico del receptor, modulación de la 
unión del ligando, efecto alostérico, activación 
de diferentes rutas de señalización y/o la modula-
ción del comportamiento de los otros receptores 
del complejo. 
Homodímeros activos acoplando 
moléculas de señalización
Dímeros inactivos




1. Regulación del tráco del receptor
   3. Modulación de la anidad por el ligando
4. Activación de distintas vias de señalización
5. Modulación de la función del ligando
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 -Gαi: inhibe la adenilato ciclasa.
 -Gαs: activa la adenilato ciclasa.
 -Gαq: actúa sobre la fosfolipasa C.   
 -Gα12: activa Rho.
 
 Las tres subunidades se encuentran for-
mando un complejo estable en el que la subu-
nidad Gα se encuentra unida a GDP (Svoboda 
et al, 2004). La unión del ligando promueve un 
cambio conformacional del receptor que per-
mite la unión del complejo proteico. Esto pro-
voca un desplazamiento del GDP por GTP pro-
duciendo la disociación de Gα. Mientras Gbg 
se mantiene unido a la membrana la subunidad 
Gα permanece unida al receptor, iniciando la 
cascada de señalización (Figura 6).
 
 La subunidad α posee actividad GTP-
ásica, por lo que es capaz de hidrolizar la molé-
cula de GTP, quedando entonces una molécula 
de GDP unida, lo que devuelve a la proteína 
G a su estado inactivo. La subunidad Gα-GDP 
presenta una alta afinidad por el complejo Gbg, 
por lo que se disocia del receptor dejando la 
proteína G lista para otro ciclo de activación/
desactivación. Todo este proceso está regula-
do por proteínas como las RGS (Regulator of 
G protein Signaling), que regulan la actividad 
de las proteínas G asociándose a la Gα-GTP y 
otras que actuan como GAPs (GTP-asa Activa-
ting Protein), que aceleran la hidrólisis de las 
moléculas de GTP asociadas a la proteína G li-














3.4-Heterodimerización de receptores de 
quimioquinas con otros GPCRs:
 Entre los receptores de quimioquinas se 
han descrito también heterodímeros con otros 
GPCRs como receptores opioides y receptores 
codificados por virus. 
CCR5 heterodimeriza con los recepto-
res opioides m, δ y κ (Suzuki et al, 2002), lo que 
se refleja en procesos de desensibilización cru-
zada como en el caso de la heterodimerización 
de CCR5 con MOR (Chen et al, 2004). Hete-
rodímeros de CXCR4 y DOR se han asociado 
con procesos de modulación de la señalización 
individual (Pello et al, 2008). 
 La dimerización de receptores de qui-
mioquinas con GPCRs codificados por virus 
se ha relacionado con el bloqueo de la función 
de la quimioquina (Nijmeijer et al, 2010). Así 
BILF1 (GPCR codificado por el virus Epstein-
Barr) es capaz de heterodimerizar con un gran 
número de receptores de quimioquinas (CCR6, 
CCR7, CR9, CCR10, CXCR3, CXCR4, 
CXCR5 y CXCR7) (Vischer et al, 2008).
4-.Activación del receptor:
4.1.-Principales proteínas implicadas en la 
señalización:
4.1.1.-Proteína G:
 Los receptores de quimioquinas están 
acoplados a proteínas G. Son proteínas hetero-
triméricas que se caracterizan por su capacidad 
de unir nucleótidos de guanina (GDP o GTP). 
Están formadas por tres subunidades proceden-
tes de 3 familias (α, b y g): 21 subunidades de 
Gα son codificadas por 16 genes, 6 subunida-
des de Gb codificadas por 5 genes y 12 subuni-
dades de Gg (McCudden et al, 2005; Oldham & 
Hamm, 2008). Existen distintos tipos de proteí-
na G dependiendo del tipo de subunidad α que 
presentan y de la función que realizan (Hepler 
& Gilman, 1992). Entre otras: 
Figura 6: Activación de la proteína G. La unión 
de la quimioquina al receptor permite la unión de 
la subunidad α de la proteína G al receptor, la cual 
cambia el GDP, que tenía unido por GTP,  produ-









 Las proteínas G son sensibles a la ac-
ción de varias toxinas bacterianas, la toxina 
colérica por ejemplo bloquea la proteína Gαs, 
mientras que la toxina de Pertussis bloquea 
Gαi.
Las proteínas G participan en rutas de 
señalización muy variadas, que incluyen la fos-
folipasa C (PLC), la quinasa que fosforila en 3’ 
al fosfatidilinositol (PI3K), o las MAPK (Mito-
gen Activated Protein Kinase), entre otras.
4.1.2.-Fosfolipasa C (PLC):
En este epígrafe se agrupa una familia 
de enzimas que hidrolizan el PIP2 (fosfatidil 
inositol-4,5-bifosfato) presente en la membrana 
plasmática promoviendo la formación de IP3 
(inositol-1,4,5-trifosfato) y DAG (diacilglice-
rol). El IP3 formado difunde por el citoplasma 
celular hasta alcanzar el retículo endoplásmico, 
donde tras unirse a un receptor específico movi-
liza las reservas de calcio intracelular. Mientras 
tanto el DAG interacciona con la PKC (Protein 
Kinase C) activándola (activación dependiente 
de calcio) y promoviendo la fosforilación del 
receptor y su  posterior desensibilización.
4.1.3.-Fosfoinositol 3-quinasa (PI3K): 
 Actúan sobre fosfoinosítidos presen-
tes en la membrana celular añadiendo un gru-
po fosfato en la posición 3’ del anillo inositol. 
Sus sustratos (PI, PIP y PIP2) están presentes 
en la célula en muy bajos niveles, y tras su ac-
tivación, la aparición en la membrana celular 
de sus productos (PIP, PIP2 y PIP3) provoca 
el reclutamiento de proteínas con dominios PH 
implicadas en la polarización y movimiento ce-
lular. PI3K media la activación de AKT, que es 
realmente su proteína efectora, y presenta acti-
vidad serín/treonín quinasa.
 En función del sustrato que unen y el 
mecanismo de regulación que presentan hay 
tres clases de PI3K. Todas ellas presentan 
una subunidad con un dominio catalítico PIK 
(p110) con actividad quinasa y otro con activi-
dad reguladora (p85 en la clase IA). 
 
Clásicamente se ha demostrado que las 
quimioquinas activan la PI3K clase IA. Con-
cretamente, la PI3Kg está asociada a los recep-
tores de la familia GPCRs, ya que es activada 
por complejos Gbg. Así, esta quinasa está im-
plicada directamente en la migración de deter-
minados tipos celulares y en la activación de 
las ERK (“Extracellular Signal-Regulated Ki-
nase”). 
4.1.4.-MAPK (Mitogen Activated Protein 
Kinase): 
 Pueden ser activadas por quimioquinas, 
y están involucradas en la activación de proteí-
nas del citoesqueleto y en la expresión génica. 
Su activación se asocia a proliferación, diferen-
ciación, migración y apoptosis.
4.1.5.-GRKs: 
Otro mecanismo de regulación de la 
activación de la proteína G es mediado por 
serín-treonín quinasas (GRKs). Estas proteínas 
fosforilan al receptor activo en residuos de se-
rina y treonina, creando sitios de unión de las 
arrestinas, inhibiendo la señalización del recep-
tor promovida por la proteína G y promoviendo 
la internalización del receptor en vesículas de 
clatrina. Una vez que el receptor ha sido inter-
nalizado, puede o bien reciclarse volviendo a 
la membrana celular o ser degradado en el pro-
teosoma.
 La respuesta de las células a las qui-
mioquinas es transitoria y los receptores son 
rápidamente desensibilizados, es decir dejan de 
responder a un segundo estímulo. La estimu-
lación continuada de la célula da lugar a una 
desensibilización homóloga de los receptores 
y la consiguiente internalización, estos pro-
cesos se encuentran mediados por las GRKs. 
Los receptores de quimioquinas también sufren 
fenómenos de desensibilización heteróloga, 
en la que la activación de un receptor por una 




5.-Procesos fisio-patológicos en 
los que participan las quimioqui-
nas y sus receptores:
La red de quimioquinas y receptores, 
su promiscuidad, los procesos de desensibi-
lización y el hecho de que una célula exprese 
incluso simultáneamente a lo largo de su vida 
más de un receptor, explican cómo estos me-
diadores tienen un papel muy importante y son 
responsables de que las células ocupen una 
posición correcta en tiempo y lugar preciso, e 
implica a estas moléculas en multitud de pro-
cesos fisiológicos, como desarrollo del sistema 
inmune, desarrollo embrionario, regulación del 
sistema neuroendocrino; y patológicos, como 
por ejemplo, infección por virus, enfermedades 
autoinmunes o desarrollo de tumores. 
5.1.-Desarrollo del sistema inmune:
En el sistema inmune distinguimos el 
sistema inmune innato y adaptativo. El sistema 
inmune innato, formado principalmente por 
macrófagos y neutrófilos, posibilita una res-
puesta inmediata contra los patógenos, que sin 
embargo es inespecífica y no genera memoria 
inmunológica. El sistema inmune adaptativo, 
que se encuentra formado por los linfocitos, 
proporciona una defensa contra las infecciones 
más lenta, especializada y compleja, y que ade-
más genera memoria.
La respuesta adaptativa, requiere la pre-
sentación de los antígenos, aspecto que realizan 
las células presentadoras de antígenos (APCs). 
Dentro de las APCs, las células dendríticas son 
las más especializadas en esa función, aunque 
también macrófagos y células B pueden hacer-
lo. Las células dendríticas derivan de precurso-
res de médula ósea, y posteriormente se distri-
buyen por los diferentes tejidos para ejercer su 
labor de patrullaje en búsqueda de patógenos. 
Cuando una célula dendrítica capta un antí-
geno, se activa y migra vía linfa a un ganglio 
linfático cercano. Tras esta activación la célula 
dendrítica se convierte en una célula presenta-
dora de antígeno (APC), que será reconocida 
por una célula T con un TCR específico del an-
tígeno en cuestión.
Los linfocitos B también se forman en 
medula ósea a partir de precursores hemato-
poyéticos, y posteriormente migran hacia los 
órganos linfoides secundarios (bazo, ganglios 
linfáticos y mucosas) en busca de antígeno. Su 
activación produce su expansión y selección 
clonal, dando lugar a células B de memoria y a 
las efectoras o plasmablastos.
5.1.1.-Órganos linfoides y migración :
Los precursores de células T origina-
dos también en la médula ósea, migran al timo 
donde completan su diferenciación y originan 
células T CD4+ o CD8+ que después vía linfa y 
sangre también pueblan los órganos linfoides 
secundarios, para así posibilitar los reconoci-
mientos antigénicos. Las quimioquinas resul-
tan críticas en todos estos movimientos celu-
lares. De hecho, la llegada de las células T a 
ganglios linfáticos depende de CCL21, CCL19 
y de su receptor CCR7. Los ratones CCR7-/- y 
los plt/plt, que carecen de CCL19 y CCL21 
tienen grandes defectos en la estructura de los 
gánglios linfáticos. Además los órganos lin-
foides secundarios se encuentran estructural y 
funcionalmente compartimentalizados, un pro-
ceso que también es mediado por quimioqui-
nas y que posibilita la existencia de nichos que 
mantienen la supervivencia, activación y dife-
renciación de las células que los forman. En los 
órganos linfoides secundarios se separan las 
células B y T para formar de esta manera zonas 
bien diferenciadas, la zona T y la zona B o folí-
culo linfoide. En el bazo, la zona B está rodea-
da de la zona marginal, en la que se encuentran 
macrófagos y una población de células B deno-
minadas células B de la zona marginal. Dentro 
de los ganglios también hay células dendríticas 
que se localizan pincipalmente en la zona T, 
aunque también están presentes en zonas in-
terfoliculares y en los “bridging channels”, que 
conectan las zona T con la pulpa roja.
Las quimioquinas son responsables de 
esa compartimentalización:
 -CXCL13: Es producida, principal-
mente en el folículo, por células dendríticas 
foliculares y estromales (FDCs) y hace que las 









nicen (Cyster et al, 2000; Katakai et al, 2008; 
Mueller & Germain, 2009).
 -CCL19/CCL21: Son producidas, 
principalmente en la zona T, por las células fi-
broblásticas reticulares. Participan en la atrac-
ción de las células T, B y dendríticas al ganglio 
y en la segregación de las células T (Cyster, 
2005).
 -CXCL12: Es producida en la zona os-
cura (“Dark zone”) del centro germinal, la pul-
pa roja del bazo y en los cordones medulares 
del nódulo linfático. Su presencia se ha asocia-
do por algunos autores a facilitar la entrada de 
alguna subpoblación T en el ganglio (Scimone 
et al, 2004) y a la salida de las células B plas-
macitoides.
Además, las quimioquinas gobiernan el 
movimiento de las células en los órganos lin-
foides secundarios, lo que posibilita el recono-
cimiento antigénico, los procesos de activación 
celular y el desarrollo de la propia respuesta 
inmune.
El movimiento de los linfocitos B en 
busqueda de antígenos en los folículos linfoi-
des, es dependiente de CXCR5 en respuesta a 
CXCL13 vía Gαi (Forster et al, 1996; Gunn et 
al, 1998; Gunn et al, 1998). Una vez que la cé-
lula B captura un antígeno vía el receptor de 
células B (BCR), se produce su activación, pro-
moviendo un aumento de los niveles de CCR7 
mientras mantiene constantes los de CXCR5 
(Pereira et al, 2009; Reif et al, 2002). En conse-
cuencia, las células B responden al gradiente de 
CCL19/CCL21 y se dirigen al borde B-T, don-
de contactan con los linfocitos T helper (Reif et 
al, 2002). Ese contacto produce una activación 
de los linfocitos B vía CD40, teniendo entonces 
dos vías alternativas de diferenciación:
-La vía de los plasmablastos: En esta 
vía las células B migran a zonas extrafolicula-
res siguiendo gradientes de CXCL12, y allí ori-
ginarán plasmablastos que darán lugar a las cé-
lulas plasmáticas (células B con alta capacidad 
secretora de inmunoglobulinas) de la respuesta 
temprana de anticuerpos.
 -La vía de células B del centro germi-
nal: En esta vía las células B activadas regresan 
a la zona B, por un aumento de la quimiotaxis 
a CXCL13. Se diferenciarán entonces a célu-
las B del centro germinal, madurarán, harán el 
conocido como “class switching”, y finalmen-
te acabarán formando células B de memoria y 
plasmablastos que se diferenciarán a células 




El receptor EBI2 fue descrito por pri-
mera vez como el gen de la molécula 2 indu-
cida por la infección del virus Epstein-Barr en 
células de linfoma de Burkitt, un linfoma de 
células B (Birkenbach et al, 1993). Se trata de 
un GPCR de la subfamilia de receptores de tipo 
rodopsina que posee siete dominios transmem-
brana (Rosenkilde et al, 2006). 
Aunque inicialmente EBI2 fue consi-
derado como un receptor huérfano, estudios 
recientes han demostrado que EBI2 es activa-
do por 7α,25-dihidroxicolesterol, un derivado 
del colesterol (Hannedouche et al, 2011; Liu 
et al, 2011). La conversión del colesterol en 
7α,25-dihidroxicolesterol depende de dos enzi-
mas, CH25H y CYP7B1 (Russell, 2003), que 
son expresadas en células estromales linfoides 
(Hannedouche et al, 2011), y por lo tanto pre-
sentes en los ganglios linfáticos.
De hecho EBI2 se expresa constitutiva-
mente no sólo en linfocitos B, sino también en 
linfocitos T y células dendríticas (Hannedou-
che et al, 2011; Liu et al, 2011; Pereira et al, 
2009), aunque sus niveles aumentan tras la ac-
tivación en células B (Gatto et al, 2009; Kelly 
et al, 2011; Pereira et al, 2009). 
 EBI2 tiene un papel clave en la migra-
ción de los linfocitos B en los folículos linfoides 
y en el bazo, así como en el posicionamiento de 
estas células en estos órganos linfoides (Gatto 
et al, 2011; Kelly et al, 2011). Los linfocitos B 
de ratones deficientes en EBI2 muestran unos 
patrones anormales de migración, las células 
B no se retienen en el borde T ni se originan 




 *En diabetes tipo 1: Se ha detectado 
su expresión en macrófagos localizados en dis-
tintos tejidos (páncreas, hígado, riñón y cora-
zón), y por otro lado reducción en sus niveles 
de expresión se ha asociado con el aumento de 
la expresión de ciertos genes implicados en la 
enfermedad como por ejemplo el factor regula-
dor 7 de interferón (Heinig et al, 2010).
 *Lupus eritematoso sistémico (SLE): 
Se ha descrito una disminución de los niveles 
de EBI2 en células de sangre periférica de pa-
cientes de SLE (Ye et al, 2003).
 *Enfermedades neoplásicas: En la 
leucemia mieloide aguda, leucemia linfocítica 
crónica y en el linfoma difuso de células B se 
han descrito variaciones de niveles de expre-
sión de EBI2 (Aalto et al, 2001; Alizadeh et al, 
2000; Ley et al, 2008; Shipp et al, 2002). En 
el caso del linfoma difuso de células B se re-
duce la expresión de EBI2 tanto en las células 
B foliculares como en las células B del centro 
germinal.
 *Infección del virus Epstein-Barr 
(EBV): La infección del virus Epstein-Barr 
promueve un aumento de los niveles de EBI2 
en las células B infectadas (Birkenbach et al, 
1993), lo que hace que se localicen en zonas 
interfoliculares evitando su posicionamiento en 
los centros germinales (Kurth et al, 2000). Esta 
característica puede ser utilizada por el virus 
Epstein-Barr como un mecanismo de evasión 
del sistema inmune.
5.2.-Infección por virus:
5.2.1.-Clasificación y estructura del VIH :
 El virus de la inmunodeficiencia hu-
mana (VIH) es un virus ARN perteneciente a 
la familia Retroviridae perteneciente, género 
Lentivirus. Se han descrito dos tipos: VIH-1 y 
VIH-2. El VIH-1 es el más extendido y es de 
hecho el responsable de la mayoría de las in-
fecciones por VIH en el mundo, mientras que 
el VIH-2 parece ser menos patogénico y menos 
transmisible.
va a graves defectos en la generación de res-
puestas humorales (Gatto et al, 2009; Pereira 
et al, 2009), sugiriendo que EBI2 colabora con 
CXCR5 y CCR7 para la apropiada localización 
de los linfocitos B (Gatto et al, 2011; Kelly et 
al, 2011), lo que resulta crítico para la localiza-
ción y generación de plasmablastos (Figura 7).
5.1.3.-Implicaciones funcionales:
Alteraciones en la expresión de EBI2 se 
han relacionado con patologías autoinmunes e 
inflamatorias:
Figura 7: Estructura de un ganglio linfático y 
esquema de las primeras etapas de la migra-
ción de los linfocitos B tras su activación. (1) 
El linfocito B naïve migra en busca de antígeno 
en respuesta a CXCL13. (2) Tras su activación 
se produce un aumento de los niveles de CCR7 y 
EBI2 mientras que CXCR5 se mantiene constante 
y empieza a migrar hacia el borde B-T. (3) En el 
borde B-T se produce el contácto con la célula T, 
y los linfocitos B tienen entonces dos vías dife-
rentes de diferenciación: la de los plasmablastos 
y la del centro germinal. HEV: venas de endotelio 























































El VIH está envuelto por una bicapa 
lipídica obtenida en el proceso de “budding” 
de la célula hospedadora, y en ella se incluye 
el complejo glicoproteico gp120/gp41. La gli-
coproteína gp120 está altamente glicosilada y 
anclada a la glicoproteína transmembrana gp41 
por interacciones no covalentes. En el interior 
del virus encontramos una matriz sólida for-
mada por la proteína p17, y en su interior la 
cápside, constituida por la proteína p24, que a 
su vez contiene la nuceocápside constituida por 
las proteínas p6/p7. El ARN viral se encuentra 
dentro de la nucleocápside formando un com-
plejo de ribonucleoproteína asociado con la 
proteína p7 y tres enzimas esenciales para la re-
plicación viral: la proteasa, la transcriptasa re-
versa y la integrasa, además de otras proteínas 
accesorias: Nef, Vif y Vpr (Figura 8). Existen 
otras tres proteínas accesorias, que son sinteti-
zadas una vez que ha ocurrido la infección, con 
función sobre la célula hospedadora (Rev, Tat y 























a monocitos y macrófagos, y cepas X4/R5 o 
dual-trópicas que son capaces de utilizar como 
correceptores tanto CXCR4 como CCR5, pu-
diendo así infectar todos esos tipos celulares.
Tras esas interacciones, se produce la 
fusión de la membrana viral con la membrana 
celular, y la posterior desencapsidación del vi-
rus, liberándose al citoplasma el contenido de 
la cápside viral. A continuación se produce la 
retrotranscripción del ARN viral, dando lugar 
a un ADN viral de doble cadena que se trans-
portará al núcleo, y una vez allí, y gracias a la 
integrasa, el ADN viral puede integrarse en el 
genoma de la célula hospedadora y transcribir-
se. El ARN originado sale al citoplasma donde 
se procesará, dando lugar tanto a las proteínas 
virales como al ARN viral. Finalmente se pro-
duce el ensamblaje de las proteínas virales y la 
salida del virión por el proceso de “budding” 
arrastrando parte de la membrana celular de la 














Figura 8: Estructura del VIH-1.
Figura 9: Ciclo viral del VIH-1. Esquema de las 
distintas etapas del ciclo viral del VIH. En primer 
lugar se produce la interacción de la gp120 del vi-
rus con el CD4 de la célula hospedadora (1), esto 
promueve un cambio conformacional que permi-
te la interacción de la gp120 con el correceptor 
CXCR4 (2), esto desencadena la señalización ne-
cesaria para permitir la fusión de las membranas 
viral y celular (3), posteriormente se produce la 
desencapsidación del virus (4) y la retrotranscrip-
ción (5), el ADN viral resultante es transportado 
al núcleo (6) donde se integrara en el ADN celular 
(7). Posteriormente se transcribirá el ARN viral 
(8) y generando también las nuevas proteínas vi-
rales (9), que se ensamblarán para formar las nue-
vas partículas virales (10) que saldrán de la célula 
hospedadora por el proceso de “budding” (11) . 
La entrada del VIH en la célula diana 
requiere la interacción de la glicoproteína viral 
gp120 con una serie de moléculas en la célula 
diana. En primer lugar, necesita de la interac-
ción con CD4, y seguidamente requiere que un 
receptor de quimioquinas, CXCR4 o CCR5, 
actúe como correceptor (Alkhatib et al, 1996; 
Doranz et al, 1996; Feng et al, 1996). Las ce-
pas del VIH son clasificadas en función del co-
receptor que utilizan para su entrada, diferen-
ciando así cepas X4 o T-trópicas, que utilizan 
CXCR4 e infectan a las células T CD4+, cepas 
R5 o M-trópicas, que utilizan CCR5 e infectan 
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5.2.2.-Mecanismos moleculares implicados 
en la entrada del VIH en la célula diana: 
 La unión de la glicoproteína gp120 a 
CD4 promueve un cambio conformacional de 
la gp120 que expone un dominio denominado 
“CD4 induced domain”, que junto con la región 
V3, se encuentran implicados en la interacción 
con el correceptor (Hartley et al, 2005; Rizzuto 
et al, 1998). En esas condiciones se produce la 
fusión de la membrana viral con la membra-
na de la célula hospedadora, proceso en el que 
también está implicada la glicoproteína viral 
gp41 (Doms & Moore, 2000; Jones et al, 1998).
Se ha descrito que la gp120 promueve la 
asociación y agrupación de los complejos CD4/
CXCR4 y CD4/CCR5 (Barrero-Villar et al, 
2009; Basmaciogullari et al, 2006; Lapham et 
al, 1999), sugiriendo que la entrada del VIH re-
quiere la interación entre  CD4 y los complejos 
de receptores de quimioquinas. Por otro lado, 
numerosas evidencias indican que los corre-
ceptores CXCR4 y CCR5 están presentes como 
homo- y heterodímeros en la superficie celular 
(Hernanz-Falcon et al, 2004; Percherancier et 
al, 2005; Sohy et al, 2009). Por consiguiente, 
las variaciones en el ratio CD4/correceptor y 
las diferencias en los niveles de receptor duran-
te la activación o diferenciación celular podrían 
correlacionarse con una diferente susceptibili-
dad a la infección por VIH (Berger et al, 1999; 
Singh et al, 1999).
5.2.3.-Señalización celular  tras la unión del 
VIH a la célula diana:
Para que la infección del VIH sea efec-
tiva el virus debe entrar en la célula, sintetizar 
el ADN viral y llegar al núcleo. Estos proce-
sos requieren de una modificación del entorno 
celular por parte del virus, lo que se consigue 
con una señalización específica en la célula dia-
na (Cicala et al, 2002). La actina cortical está 
directamente relacionada con las primeras eta-
pas de la infección viral: la asociación de CD4/
CXCR4 (Barrero-Villar et al, 2009; Jimenez-
Baranda et al, 2007; Ugolini et al, 1997), la sín-
tesis del ADN viral (Bukrinskaya et al, 1998) 
y el transporte intracelular (Yoder et al, 2008).
De hecho la actina cortical en reposo es 
una barrera para la entrada del VIH en las cé-
lulas, y para superarla, el virus utiliza la señali-
zación mediada por CXCR4. En esas primeras 
etapas de la infección se ha descrito una rápida 
y transitoria polimerización de actina, seguida 
de despolimerización (Balabanian et al, 2004; 
Yoder et al, 2008), lo que mimetiza la seña-
lización que produce CXCR4 en respuesta a 
CXCL12 (Nishita et al, 2002). En primer lugar 
la unión de la gp120 a CD4/CXCR4 produce 
la activación transitoria de la proteína LIMK-1, 
que inactiva a la cofilina (factor de despolime-
rización de actina) fosforilándola, de esta ma-
nera se permite la estabilización del complejo 
CD4/CXCR4 (Vorster et al, 2011). Posterior-
mente se produce la activación de Gαi que acti-
va a la cofilina promoviendo de esta manera la 
despolimerización de la actina, que permite la 
entrada del virus (Yoder et al, 2008). Seguida-
mente se produce la fosforilación de LIMK-1, 
que de nuevo desactiva a la cofilina, promo-
viendo así una segunda fase de polimerización 
de actina que permite la síntesis viral (Vorster 
et al, 2011). Finalmente, se ha demostrado que 
la activación de la cofilina también juega un 
papel clave en el transporte del virus al núcleo 
(Yoder et al, 2008) (Figura 10).
 Por otro lado, se ha demostrado que 
la unión inicial de la gp120 a CD4 y CXCR4, 
también activa la filamina (Jimenez-Baranda 
et al, 2007) y la moesina (Barrero-Villar et al, 
2009) para aumentar el tamaño de los agre-
gados CD4/CXCR4 y hacer más eficiente la 
infección. La filamina A interacciona directa-
mente con el citoesqueleto de actina y con CD4 
o CXCR4 (Jimenez-Baranda et al, 2007), y la 
moesina sirve de anclaje entre la actina cortical 










Figura 10: Señalización celular y efectos sobre la polimerización de actina promovida por 
la unión de la gp120 al complejo CD4/CXCR4. La unión de gp120 a CD4 y CXCR4 activa 
LIMK1 promoviendo la polimerización de actina. Seguidamente CXCR4 activa cofilina vía 
Gαi, lo que favorece la despolimerización de la actina permitiendo la entrada viral, producien-



























 Los receptores de quimioquinas forman homo- y heterodímeros en la superficie celular. Son 
conformaciones muy dinámicas que se regulan por la expresión de los receptores y los niveles de 
ligandos existentes. Sin embargo apenas hay datos sobre su relevancia funcional, ni sobre los meca-
nismos celulares que controlan la formación de los complejos oligoméricos. Por ésto proponemos:
1. Estudiar la relevancia funcional asociada a la heterodimerización de receptores de quimioquinas.
a. Analizar el efecto de la coexpresión de EBI2 en células B sobre la función de CXCR5/
CXCL13.
b. Definir el papel de la coexpresión de CCR5 sobre la infección de cepas X4 del VIH-1.
2. Analizar las fuerzas celulares implicadas en la oligomerización de receptores de quimioquinas.











Los receptores de quimioquinas, 
CXCR4, CXCR5 y CCR5 se fusionaron a las 
proteínas fluorescentes CFP, YFP, RFPm y 
AcGFP, utilizando los vectores pECFP-N1, 
pEYFP-N1, pERFPm-N1 y pAcGFP-N1 res-
pectivamente. Para clonar estas proteínas qui-
méricas, amplificamos por PCR y con oligos 
específicos (Tabla 2) los receptores clonados 
en pcDNA3.1 (cedidos por Bernard Moser, 
Universidad de Cardiff, UK). CXCR4 y CCR5 
fueron clonados en los vectores pcDNA3nYFP 
(correspondiente al fragmento 1-155 aminoá-
cidos de la YFP) y pcDNA3cYFP (corres-
pondiente al fragmento 156-231 aminoácidos 
de la YFP) cedidos por el Dr. Rafael Fran-
co (UAB), mediante PCR a partir del vector 
pcDNA3.1CXCR4 y pcDNA3.1CCR5 utilizan-
do los oligonucleótidos específicos (Tabla 2).
En el caso de las construcciones tanto de 
CD4 como de EBI2, en primer lugar se extrajo 
ARN a partir de PBLs (linfocitos de sangre pe-
riférica) humanos. Se pasó el ARN a ADNc por 
medio de la transcriptasa inversa, este ADNc se 
utilizó para amplificar el fragmento de ADN de 
interés con los oligos específicos para clonar-
los en los distintos vectores tanto de expresión 
(pcDNA3.1), como fusionados a proteínas fluo-
rescentes (pECFP-N1 y pEYFP-N1), así como 
la proteína fluorescente YFP partida (cYFP y 
nYFP) y a la luciferasa (pRluc-N1). En el caso 
del clonaje de las proteínas de interés fusiona-
das a las proteínas fluorescentes, se amplificó 
el ADN delecionando el codón de parada para 
que esté en fase con la proteína fluorescente.
2.-Líneas celulares
 
Las líneas celulares HEK293 y HE-
K293T Italy (Células embrionarias de riñón 
humanas), fueron obtenidas de la American 
Type Culture Collection (ATCC). Estas célu-
las fueron cultivadas en DMEM (Gibco) su-
plementado (10% de suero fetal bovino (FBS), 
2mM de L-Glutamina y 1 mM de piruvato só-
dico). Las células HEK293CD4 expresan esta-
blemente CD4+ humano en la membrana, y son 
cultivadas suplementando el medio con G418 
(100 mg/ml).
La línea celular Jurkat fue obtenida de 
la American Type Culture Collection (ATCC), 
y las Jurkat CD4 fueron cedidas por el Dr. J. 
Alcamí (Centro de Microbiología, ISCIII). Es-
tas células fueron cultivadas en RPMI (Gibco) 
suplementado (10% de FBS, 2mM de L-Gluta-
mina y 1 mM de piruvato sódico). 
3.-Obtencion de linfocitos B de 
ratón
Obtuvimos linfocitos B a partir de ba-
zos de ratones C57/BL6 de entre 3-4 meses. 
Procesamos el bazo por disgregación mecáni-














Lympholyte (1,087 g/ml Cederlane) para obte-
ner los esplenocitos que quedan formando un 
anillo entre el Lympholyte y el medio. De la 
fracción celular recogida del ficoll lisamos los 
eritrocitos, para ello utilizamos una disolución 
de cloruro amónico (7,5 g/l de NH4Cl y 2,06 g/l 
TrisHCl a pH final de 7,2 durante 5 minutos), 
después lavamos las células con PBS para eli-
minar el cloruro amónico. La fracción celular 
restante la procesamos por selección negativa 
para obtener los linfocitos B, utilizando Dyna-
beads (mouse pan T, Invitrogen) como especí-




























































Tabla 2: Oligonucleotidos utilizados en PCR para realizar las construcciones moleculares.





Tabla 3: Anticuerpos utilizados.
Anticuerpo Isotipo Uso Casa Comercial Referencia
Monoclonal
Ratón IgG2a





Citometría de ujo R&D MAB190





Citometría de ujo BD Pharmigen 555992
CCR5-PE humano Monoclonal
Ratón IgG2a
Citometría de ujo BD Pharmigen 555993















Citometría de ujo BD Pharmigen 551960
CD3-FITC ratón Hamster IgG Citometría de ujo Beckman Coulter 731979
B220-PE ratón Rata IgG Citometría de ujo Beckman Coulter 733307
CD69-FITC ratón Hamster IgG1 Citometría de ujo Beckman Coulter 553236
CD86-PE ratón Rata IgG2a Citometría de ujo Biolegend 105008
GFP Monoclonal
Ratón IgG2a






pColina Monoclonal de 
Conejo
Western blot Cell Signaling 3313
pLIMK1 Conejo Western blot Cell Signaling 3841
pERK1/2 Ratón Western blot Santa Cruz sc-7383
ERK1 Conejo Western blot Santa Cruz Sc-93
ERK2 Conejo Western blot Santa Cruz Sc-154
GAPDH Ratón Western blot Santa Cruz sc-365062
IgG1-Cy3 Ratón Cabra Microscopía Jackson 115-166-071
Estreptavidina-PE --- Citometría de Flujo Beckman Coulter 732999
Estreptavidina-
SPRD
--- Citometría de Flujo Beckman Coulter 733003
Faloidína-FITC --- Citometría de Flujo SIGMA P5282
Faloidína-
Alexa488


















































Inhibidor de la polimerización de actina









6.-Obtención de linfocitos B hu-
manos
Obtuvimos los linfocitos B a partir de 
sangre periférica de donantes sanos. Mediante 
centrifugación en gradiente de densidad Ficoll-
Plaque (1,07 g/ml, GE Healthcare) separamos 
los linfocitos que quedan formando un anillo 
entre las dos fases. De la fracción celular re-
cogida del ficoll, y tras varios lavados con PBS, 
y utilizando Dynabeads (Untouched Human B 
Cells; Invitrogen) purificamos los linfocitos B 
como especifica el fabricante.
7.-Obtención y nucleofección de 
linfocitos T CD4+ humanos
Obtuvimos los linfocitos T a partir de 
sangre periférica de donantes sanos. Mediante 
centrifugación en gradiente de densidad Ficoll-
Plaque (1,07 g/ml, GE Healthcare) separamos 
los linfocitos que quedan formando un anillo 
entre las dos fases. De la fracción celular re-
cogida del ficoll, y tras varios lavados con PBS, 
mediante selección negativa y utilizando Dyna-
beads (Untouched Human CD4 T Cells; Invit-
rogen) purificamos los linfocitos T CD4+ como 
especifica el fabricante.
Los linfocitos T CD4+ (10x106 células) 
se nucleofectaron (Human T Nucleofector kit, 
Amaxa) con 5 mg de CCR5 (pcDNA3.1CCR5) 







Para los diferentes estudios utilizamos 
la línea celular HEK293T transfectada transito-
riamente con los diferentes vectores utilizando 
JetPEI comercial (Polyplus Transfection) PEI 
(Polietilenimina). Las células fueron plaquea-
das el día anterior a 3x105 células/ml. Al día 
siguiente se transfectaron con los vectores de-
seados. En el caso del JetPEI utilizamos el pro-
tocolo del fabricante. Analizamos la expresión 
de las proteínas transfectadas a las 48 horas 
mediante citometría de flujo. 
Para los experimentos de FRET me-
diante la técnica de quemado del aceptor o 
“photobleaching”, tapizamos con fibronectina 
10 mg/ml los cristales de 10x10 mm en los poci-
llos de una placa de 24 pocillos durante 1 hora 
a 37 �C. Posteriormente depositamos las célu-
las (3x103 células por pocillo en un volumen de 
500 ml) y las dejamos en cultivo a 37 °C y 5% 
CO2. Al día siguiente transfectamos las células 
con JetPEI (según condiciones del fabricante) 
y con los vectores de interés. A las 48 horas de 
la transfección realizamos los experimentos de 
FRET.
Para los experimentos de FRET o 
BRET mediante la técnica de sensibilización 
del aceptor (curvas de saturación), plaqueamos 
las HEK293T en placas de 6 pocillos a 3,5x105 
células por pocillo en un volumen de 2 ml. Al 
día siguiente transfectamos con PEI, para ello 
se prepararon las siguientes mezclas de reac-
ción: 
*Mezcla 1: Ponemos 200 ml de NaCl 
150 mM por cada 8 mg de ADN a transfectar y 
se agita en el vortex. Para cantidades inferiores 
de ADN se mantienen 200 ml de NaCl, y para 
mayores cantidades escalamos la cantidad de 
NaCl proporcionalmente.  
*Mezcla 2: Se ponen NaCl 150 mM y 
PEI (5,47 mM de residuos de nitrógeno) en una 
proporción 4:1 y se agita en el vortex.
Añadimos la mezcla 2 sobre la mezcla 1 en 
proporción 1:1 y agitamos con vortex durante 
10 segundos y dejamos a temperatura ambiente 
entre 15 y 30 minutos. Añadimos aproximada-
mente 1ml de DMEM sin suero ni aditivos a 
cada tubo, y esa mezcla es la que se añade a las 
células. Se deja la mezcla de transfección du-
rante 4 horas y después se cambia por DMEM 
suplementado (2 ml por pocillo). A las 48 horas 
de la transfección realizamos los experimentos 
de FRET.
9.-Análisis por citometría de flujo
9.1.-Marcaje extracelular
Para estudiar los niveles de expresión 
de una proteína en la superficie celular usa-
mos citometría de flujo. Para ello ponemos las 
células en una placa con fondo en “V” de 96 
pocillos, a una concentración de 1x105-2x105 
células/pocillo en 100 ml, e incubamos (30 mi-
nutos a 4 °C) con los anticuerpos a la concen-
tración adecuada, diluídos en PBS de tinción 
(PBS, 0,5% de FBS, 1% de albúmina de suero 
bovino (BSA) y 0,025% de azida sódica). Tras 
la incubación, lavamos las células con PBS de 
tinción, y en caso de que el anticuerpo prima-
rio no estuviera marcado directamente proce-
demos a la tinción con los anticuerpos secun-
darios correspondientes de igual modo. Tras la 
incubación con el anticuerpo secundario, vol-
vemos a lavar las células con PBS de tinción 
y finalmente las resuspendemos en PBS frío 
para analizarlas en un citómetro de flujo (XL, 
FC500 o Gallios; Beckman Coulter).
Como controles negativos del marcaje 
utilizamos, células que no expresan la molécu-
la a detectar y anticuerpos control del mismo 
isotipo que los anticuerpos específicos usados.
9.2.-Cuantificación del número de recepto-
res
Para la cuantificación del número de 
receptores en la membrana celular, utilizamos 
el kit comercial, Qifikit (Dako), siguiendo el 
protocolo del fabricante. Este kit contiene unas 
bolas de 10 mm de diámetro tapizadas con di-
ferentes, pero conocidas concentraciones de 













ratón, que utilizamos para obtener la recta de 
calibración del anticuerpo secundario emplea-
do, donde luego interpolamos los valores de 
nuestro problema.
9.3.-Ensayos de internalización y reciclaje 
del receptor.
Para estudiar la internalización de un 
receptor tras la estimulación con su ligando 
utilizamos 5x105 células por punto en 500 ml 
de medio de depleción. Añadimos el ligando 
a la concentración deseada, durante distintos 
tiempos, manteniendo en agitación a 37 °C. In-
mediatamente después ponemos las células en 
hielo y las lavamos con PBS frío. Finalmente 
realizamos el marcaje de los receptores como 
se ha indicado anteriormente. Calculamos por-
centaje de internalización con los valores me-
dios de la intensidad de fluorescencia, llaman-
do 100% del receptor a los niveles de éste en el 
tiempo 0, es decir en ausencia de estímulo.
Para el estudio del reciclaje del recep-
tor, estimulamos con el ligando a las células 
durante el tiempo de máxima internalización. 
Acto seguido lavamos las células y las dejamos 
en medio de depleción en agitación y a 37 °C. 
Transcurrido el tiempo deseado (1 hora y 3 ho-
ras) lavamos las células con PBS frío y realiza-
mos el marcaje de los receptores como antes. 
Calculamos el porcentaje de receptor reciclado 
a partir del tiempo cero, esto es el de máxima 
internalización. Como control, analizaremos 
también la variación de los niveles del receptor 
en ausencia de estímulo a lo largo del tiempo. 
9.4.-Ensayos de movilización de calcio intra-
celular
Con las células adherentes, como las 
HEK293T, en primer lugar “despegamos” las 
células con EDTA al 0,02% en PBS. Las cé-
lulas, tanto adherentes como en suspensión, 
las resuspendemos a una concentración de 
2,5x106 células/ml, en DMEM o RPMI según 
corresponda, y las incubamos con la sonda 
fluorescente Fluo-3 AM (Molecular Probes, In-
vitrogen; 0,28 mg/ml en DMSO y añadimos 16 
ml por cada 106 de células HEK293T; 1mg/ml en 
DMSO y añadimos 8 ml por cada 106 de célu-
las B o Jurkat) durante 30 minutos a 37 °C con 
agitación en oscuridad. Después lavamos las 
células con medio de cultivo para eliminar los 
restos de sonda no incorporada. A continuación 
resuspendemos las células, a una concentración 
de 5x105 células/ml en medio completo suple-
mentado con 2mM de CaCl2. Mantenemos las 
células a 4 °C y oscuridad hasta el momento 
de evaluación. Antes de la estimulación, pone-
mos las células a 37 °C durante 5 minutos para 
atemperarlas, y determinamos la movilización 
de calcio intracelular en respuesta a los dife-
rentes estímulos mediante citometría de flujo 
(XL, Beckman Coulter). En todos los ensayos 
comprobamos la carga celular estimulando con 
ionomicina. Los histogramas obtenidos los 
analizamos mediante el programa MTIME o 
FlowJo.
9.5.-Ensayos de polimerización de actina
Utilizamos células HEK293CD4 (106 
células) o linfocitos T humanos nucleofectados 
(2x106). Tras el estímulo con gp120IIIB (10 nM) 
o CXCL12 (50 nM), y posterior fijado con pa-
raformaldehído (4% PFA, 10 minutos, 20 °C), 
lavamos varias veces con PBS y diferencia-
mos las células vivas con “violet LIVE/DEAD 
Fixable Dead Cell Stain” (Molecular Probes). 
Primero teñimos con anti-CCR5-PE (30 min a 
4 °C) para identificar las células que expresan 
CCR5, y posteriormente marcamos las células 
con Faloidina-FITC diluida en tampón de per-
meabilización (0,1% Triton X100, 1% BSA, 
0,1% suero de cabra, 50 mM de NaCl en PBS; 
30 minutos, 4 °C). Analizamos las células teñi-
das en el citómetro de flujo (Gallios; Beckman 
Coulter).
9.6.-Ensayos de unión de quimioquina bio-
tinilada
Los ensayos de unión con CXCL12 bio-
tinilado se realizaron usando el kit comercial 
Fluorokine (R&D) en células Jurkat tratadas 
previamente con los diferentes inhibidores o 
sus vehículos. 
En primer lugar preparamos el control 
de especificidad de la unión. Tratamos las cé-





células), 15 minutos, 20-22 °C) para bloquear 
los Fc de las células y así evitar uniones ines-
pecíficas, e incubamos 20 ml del anticuerpo 
bloqueante con 10 ml de CXCL12-biotinilada 
(15 minutos, 20-22 °C). Finalmente añadimos 
25 ml de las células bloqueadas a la mezcla de 
quimioquina biotinilada y anticuerpo bloquean-
te e incubamos (30-60 minutos ,4 °C). 
Para la tinción de las muestras, lava-
mos las células con PBS 1X y las ponemos un 
una placa con fondo en “V” de 96 pocillos, a 
una concentración de 1x105 células por poci-
llo en un volumen de 25 ml, y añadimos 10 ml 
de CXCL12-biotinilada/pocillo. Como control 
negativo añadiremos en otro pocillo 10 ml de 
un mAb control biotinilado e incubamos (30-
60 minutos ,4 °C). 
Tanto en los controles como en las 
muestras, sin lavar las células añadimos 10 ml 
de avidina-FITC e incubamos (30 minutos, 
4 °C y en oscuridad). Lavamos las células dos 
veces con el tampón de lavado, y resuspende-
mos en 200 ml del mismo tampón. Finalmente 
analizamos las muestras por citometría de flujo 
(FC500, Beckman Coulter). 
10.-Inmunofluorescencia
Tapizamos durante 1 hora a 37 °C cris-
tales (10x10 mm) con Poli L-Lisina  (50 mg/
ml) o con fibronectina (10 mg/ml). Deposita-
mos las células (entre 3,5x104 y 2x105 células 
por cristal, dependiendo del tipo celular). Una 
vez adheridas las células fueron fijadas con pa-
raformaldehído al 4% durante 4-5 minutos a 
temperatura ambiente y lavamos 3 veces con 
PBS. Para evitar marcaje inespecífico bloquea-
mos las células, durante 30 minutos a 37 °C, 
con PBS suplementado con: 1% BSA, 0,1% 
de suero de cabra y 50 mM de NaCl. Cuando 
es necesario realizar un marcaje extracelular y 
otro intracelular, primero marcamos las proteí-
nas de superficie con los anticuerpos corres-
pondientes, y acto seguido permeabilizamos 
las células (0,1% Triton X100, 1% BSA, 0,1% 
suero de cabra, 50 mM de NaCl en PBS; 30 
minutos, 4 °C) y añadimos los correspondien-
tes anticuerpos.  Una vez tenemos las células 
marcadas, montamos los cristales con medio 
de montaje (Aqua Poly/Mount; Polysciences), 
para su posterior análisis en el microscopio. 
En nuestros ensayos usamos los microscopios 
confocales Zeiss Axiovery y Olympus IX81, 
ambos con un objetivo 60x (apertura númerica 
1:40).
11.-Western Blot
Lisamos las células (~3 x 106 células 
HEK293T y 10 x 106 células B o T) con 100 
ml de un tampón de lisis ((Trietanolamina 20 
mM, digitonina 1%) ó (Nonidet-P40, Tris HCl 
50 mM pH 8.0, NaCl 150 mM)) que contiene 
un cóctel de inhibidores de proteasas y fosfa-
tasas (aprotinina 10 mg/ml, leupeptina 10 mg/
ml y ortovanadato sódico 10 µM) durante 30 
minutos a 4 °C en agitación. Centrifugamos a 
14000 rpm durante 15 minutos y recogemos el 
sobrenadante donde se cuantifican las proteínas 
por el método de Bradford o BCA. Los lisados 
(40 mg) son separados en geles SDS-PAGE (10-
12%), y luego transferidos a una membrana de 
nitrocelulosa. Tras bloquear la membrana con 
BSA (5%) o leche entera (5%) durante 1 hora a 
temperatura ambiente, incubamos con los anti-
cuerpos primarios toda la noche a 4 °C. Lava-
mos las membranas con TBS-Tween 0,01% y 
agua destilada e incubamos, durante 45 minu-
tos a temperatura ambiente, con el anticuerpo 
secundario específico acoplado a peroxidasa. 
Repetimos los mismos lavados con TBS-Tween 
0,01% y agua destilada, y revelamos la película 
usando ECL comercial (GE Healthcare). Todas 
las bandas son densitometradas usando el pro-
grama ImageJ 1.43u (NIH). 
12.-Extracción de ARN
Resuspendemos las células (5x106) en 
1ml de Tri-Reagent. Posteriormente añadimos 
200 ml de cloroformo, agitamos con vortex, 
dejamos 10 minutos a temperatura ambiente 
y centrifugamos a 4 °C durante 15 minutos a 
12000 g para separar el ARN (fase superior 













(fase inferior orgánica). Transferimos la fase 
acuosa a otro tubo y añadimos isopropanol para 
precipitar el ARN. Lavamos el ARN precipita-
do con etanol al 75% y finalmente resuspende-
mos en H2O. Para comprobar la pureza y con-
centración del ARN mediremos las muestras 
obtenidas con el nanodrop.
13.-RT-qPCR
Desde el ARN (1 mg mínimo) prepara-
mos ADNc usando “random hexamers” y re-
trotranscriptasa AMV. Medimos cada muestra 
por triplicado, con “SYBR Green PCR Mas-
ter Mix” y con sus oligos específicos. Repe-
timos los análisis al menos 4 veces. Cuanti-
ficamos la expresión relativa de EBI2 por el 
método comparativo del ciclo umbral. Los 
oligos que utilizamos son los siguientes: EBI2, 
(5’-CAACGGAGGTCCTAGCCAC-3’) y 
(5’-GTTAGCCATTTCTGTATCCAG); y para 
normalizar cada muestra medimos la β-actina 
utilizando oligos específicos: (5’-GGCAC-
CACACCTTCTACAATG-3’) y (5’-TGGAT-
GGCTACGTACATGGCT).
14.-Ensayos de migración celular
Para los experimentos de quimiotaxis 
con linfocitos B de ratón, utilizamos cámaras 
de transmigración con un tamaño de poro de 3 
mm (Costar). Ponemos 3x105 células en la parte 
superior de la cámara en 100 ml de medio com-
pleto (RPMI con 10% de FBS, L-glutamina, 
HEPES y b-mercaptoetanol), y en la parte infe-
rior ponemos 600 ml del mismo medio con las 
diferentes concentraciones de quimioquinas. 
Dejamos las células migrar durante 3 horas a 
37 °C con 5% CO2. Contamos las células que 
han migrado a la parte inferior de la cámara 
utilizando un citómetro de flujo (XL, Beckman 
Coulter) durante 30 segundos a velocidad de 
flujo fija. 
El índice de migración lo calculamos 
como la relación entre las células que han mi-
grado en respuesta a los diferentes estímulos y 
las que migraron frente al medio sin quimio-
quinas. Como número máximo de células que 
pueden migrar, contamos en el citómetro du-
rante el mismo tiempo 3x105 células/600 ml.
15.-Ensayos de fusión celular
Para generar las células diana utili-
zamos células HEK293CD4 (que expresan 
CXCR4 endógenamente), cotransfectadas con 
el plásmido pSCluc (contiene el gen de la lu-
ciferasa bajo el control del promotor T7) y 
pRNull (plásmido para normalizar el contenido 
de renilla luciferasa) y con cantidades crecien-
tes de CCR5 (pcDNA3.1CCR5). Como control 
se transfectaron estas células con el plásmido 
pcDNA3.1 vacío. Para generar las células efec-
toras, se infectaron células HEK293T con vi-
rus vaccinia recombinante (1 hora, 37°C) para 
que presentaran en la membrana las proteínas 
gp120IIIB y gp41 del VIH-1. A las 12 horas pos-
tinfección, 105 células efectoras cultivadas en 
presencia de rifampicina (100 mg/ ml) se mez-
claron con células diana (6 horas, 37 °C), y se 
analizó la fusión celular midiendo la actividad 
luciferasa/renilla en los lisados mediante Dual-
Glo Luciferase Assay System (Promega). Las 
células HEK293T fueron cotransfectadas con 
pcDNACCR5 o el vector vacio (pcDNA3.1) y 
pSCluc; el plásmido pRNull fue utilizado como 
control. La actividad de la luciferasa la calcula-
mos como el ratio relativo (luciferasa/renilla)/
(luciferasa control/renilla control).
16.-Ensayos de infección con par-
tículas virales NL4-3
La cepa NL4.3, de virus X4 del VIH, fue 
obtenida del “AIDS Research and Reference 
Reagent Program, Division of AIDS, NIAID, 
NIH”. Células T CD4+ o células Jurkat CD4 
fueron infectadas con 20 ng de VIH-1NL4-3/10
6 
células (2 horas, 37 °C; equivalente a una mul-
tiplicidad de la infección 1 ó 2 partículas vira-
les/célula), y lavamos varias veces con medio 
para eliminar las partículas virales libres. Las 
células tanto infectadas como no infectadas se 
mantuvieron en cultivo (24 horas, 37 °C). Fi-





cuantificó la cantidad de p24 por ELISA (Inno-
test HIV-1 antigen mAb; Innogenetics, Ghent, 
Belgium).
17.-Ensayos de unión de [35S]
GTPγS
Para los ensayos de unión de [35S]
GTPgS usamos membranas célulares que incu-
bamos 1h a 30 °C en tampón de [35S]GTPgS 
(0,5 nM [35S]GTPgS (1.000-1.400 Ci/mmol); 1 
mM EGTA; 3 mM MgCl2; 0,2 mM dithiothrei-
tol; 50 µM GDP; 1% BSA libre de ácidos gra-
sos; y 50 mM Tris-HCl pH 7,4) con inhibidores 
de proteasas. Acto seguido añadimos distintas 
concentraciones del agonista a valorar (desde 
pM hasta mM) para determinar la unión de [35S]
GTPgS al receptor estimulado. Para determi-
nar la unión no específica utilizamos 10 mM de 
GTPgS sin marcar. Paramos las reacciones por 
filtración mediante vacío en filtros de papeles 
Whatman de fibra de cristal, y los lavamos con 
tampón de lavado frío. La radiactividad que 
queda unida fue medida en un contador b de 
centelleo (Beckman).
18.-Ensayos cinéticos de unión de 
gp120-125I
Esta técnica nos permite estudiar los 
parámetros cinéticos de unión del ligando al 
receptor. Previamente marcamos la gp120IIIB (5 
mg) con 125I (100 mCi/mmol, NEZ033A, Perki-
nElmer) utilizando el método de la cloramina-
T (Lee & Ryan, 1973). Utilizamos las células 
HEK293T y HEK293CD4 transfectadas tran-
sitoriamente con el vector vacío (pcDNA3.1) 
o con CCR5 (pcDNA3.1-CCR5). Las células 
fueron preincubadas durante 15 minutos a 37 
°C en agitación con 125I-gp120IIIB (0,17 nM). 
Para competir con el ligando radiactivo, aña-
dimos gp120IIIB desde 5,6 pM hasta 44,8 nM. 
El ligando radiactivo asociado a las células fue 
medido en un contador g (Beckman Coulter) 
y los datos se analizaron con GraphPad Prism 
5.0.
19.-Producción, purificación y 
caracterización de partículas 
lentivirales.
19.1.-Producción y purificación de partícu-
las lentivirales
Plaqueamos las HEK293T o HEK293 
CD4+ a 3x105 células/ml (6x106 células en una 
placa P150). Al día siguiente transfectamos las 
HEK293T con HA-EBI2, CXCR5, HA-EBI2/
CXCR5 y las HEK293 CD4+ con pcDNA3.1 
(vector vacío) o pcDNA3.1-CCR5. 24 ho-
ras después, transfectamos las células con los 
plásmidos pLVTHM/GFP, psPAX2 y pCMV-
VSVG, necesarios para generar las partículas 
lentivirales. A las 72 horas recogemos el so-
brenadante del cultivo y lo centrifugamos a 
3000 rpm durante 30 minutos (para eliminar 
los restos celulares de gran tamaño). Posterior-
mente, purificamos las partículas virales sobre 
un gradiente de sacarosa al 20% en PBS, por 
ultracentrifugación en un rotor SW55 Beckman 
(26.000 rpm, 2 horas, 4 °C). Resuspendemos 










Figura 11: Principio de 
resonancia del plasmón 
superficial. La luz incidente 
es reflejada y el detector es 
capaz de transmitir la señal 














tras la ultracentrifugación, y repetimos una se-
gunda ultracentrifugación (37.000 rpm durante 
45 minutos y a 4 °C) en gradiente de sacarosa 
(20-50%) para así obtener una mayor pureza de 
las partículas lentivirales.
19.2.-Titulación de las partículas lentivirales
Plaqueamos HEK293T (4 x 104 células/
ml en pocillos de placas de 24). A las 24 horas 
infectamos las células con diluciones seriadas 
(1/2) de las partículas lentivirales (dejamos un 
pocillo sin infectar para contar el número de 
células). Después de 72 horas despegamos las 
células y las analizamos por citometría de flu-
jo, detectando el porcentaje de infección en las 
células que son verdes (GFP+). Calculamos las 
TU (del inglés “transforming units”) por ml de 
partícula lentiviral.
19.3.-Acoplamiento de las partículas lentivi-
rales a bolas de látex
Dado que las partículas lentivirales poseen 
un tamaño muy pequeño para ser detectadas 
por citometría de flujo, unimos las partículas 
lentivirales a bolitas de látex (4 mm), lo que les 
dará tamaño y complejidad suficiente para su 
detección. 
En primer lugar sonicamos las bolas de 
látex durante al menos 5 minutos, para así dis-
gregarlas. Una vez disgregadas mezclamos en 
proporción (v:v) 1:1 las bolas de látex con las 
partículas virales y las dejamos durante 15 mi-
nutos a temperatura ambiente, seguidamente se 
añade 1 ml de PBS y se deja 1 hora en agitación 
a 4 °C. Después, añadimos glicina (100 mM, 30 
minutos en agitación) y centrifugamos (4.000 
rpm, 3 minutos) para eliminar el sobrenadante. 
Finalmente lavamos las bolas con PBS/BSA al 
5% y resuspendemos la mezcla para iniciar la 
tinción con los anticuerpos deseados como si 
fuese un experimento de marcaje normal que 
luego analizamos por citometría de flujo (Ga-
llios, Beckman Coulter).
20.-Ensayos cinéticos por Biacore
Para estudiar la afinidad del ligando 
por su receptor, usamos un biosensor óptico 
(Biacore 3000, GE Healthcare) que mide las 
interacciones entre moléculas utilizando la re-
sonancia de plasmón superficial (Figura 11).
En primer lugar inmovilizamos en 
el biosensor las partículas lentivirales previa-
mente generadas. Para ello utilizamos un chip 
comercial (CM5, GE Healthcare) que presen-
ta cuatro canales con una matriz de dextrano 
carboximetilado ensamblado covalentemente 
a una superficie de oro. Las moléculas se aco-
plan covalentemente por grupos amino a la su-
perficie del biosensor. Utilizamos una mezcla 
de NHS (N-hidroxisuccinimida, 0,1M) y EDC 
(1-etil-3-(3-dimetil-amino-propil) carbodiimi-
da, 0,4 M) para activar la superficie del chip 
(5 ml/min, 25 �C). Como fl ujo continuo utili-
zamos HBS-P (10 mM Hepes, 0,15 M NaCl, 
0,005% polioxietileno sorbitan P20 (surfactan-
te comercial para disminuir las señales inespe-
cíficas y estabilizar la señal) a pH 7,4). Todos 
los tampones son filtrados previamente por un 
filtro de 0,22 mm. Las partículas lentivirales se 
diluyeron en tampón de acetato (10 mM, pH 4) 
y se inyectaron sobre la superficie (5 ml/min, 5 
min, 25 °C), seguidamente la etanolamina (1M, 
pH 8,5; 5 ml/min , 7 min, 25 °C) para bloquear 
todos los sitios de unión inespecífica. En nues-
tros experimentos inmovilizamos ~6.000 RU 
de partículas lentivirales.
Finalmente realizamos los análisis ci-
néticos en Biacore. El tampón de flujo continuo 
es el PBS-P (0,005 %) a una velocidad cons-
tante (30 ml/min). Las muestras fueron diluídas 
en PBS-P e inyectadas sobre la superficie del 
sensor a una velocidad constante  (30 ml/min), 
donde la fase de asociación (3 min) va seguida 
de la fase de disociación (5 min). La superficie 
se recupera con una inyección de HCl (5 mM) 
para que vuelva a ser usada. Los sensogramas 
obtenidos son corregidos substrayendo la señal 
obtenida en los canales de referencia, como 
son el canal vacío, que se activa y desactiva sin 
unir viriones y los canales que llevan partícu-





une el ligando a estudiar (LVHA-EBI2 o LVP 
CXCR4 y LVP CXCR4/CCR5 respectivamen-
te). Todos los pasos son llevados a cabo por un 
sistema automático robotizado, y se siguen en 
tiempo real para visualizar cualquier cambio de 
RU del índice de refracción (Figura 12). Las 
curvas derivadas de estos ensayos son usadas 
para el cálculo de las constantes cinéticas y 
de afinidad. El análisis de los sensogramas se 
hizo siguiendo los ajustes según el modelo de 
Langmuir de interacción 1:1 (Bievaluation 4.1 
software).
Modelo simultáneo para kon, koff y 
KD  (Langmuir):
        Kon
L + A                    LA
        Koff
KD=koff/kon=[A]x[L]/[AL]
kon: Constante de asociación (M/s)
koff: Constante de disociación (s
-1)
KD: Constante de afinidad (M)
21.-Técnicas de transferencia de 
energía resonanate (RET).
21.1.-Curvas de Saturación de FRET (Fluo-
rescence Resonance Energy Transfer)
Esta técnica nos permite detectar la 
interacción entre dos proteínas en una pobla-
ción celular. La transferencia de energía se 
produce entre dos proteínas fluorescentes, la 
dadora (CFP) y la aceptora (YFP), que están 
fusionadas al extremo C-t (Carboxilo terminal) 
de los receptores que queremos estudiar. Trans-
fectamos las células con una cantidad constante 
del receptor fusionado a la CFP y cantidades 
crecientes del otro receptor fusionado a la YFP, 
de esta manera podemos analizar los datos de 
variación de la eficiencia de la transferencia 
de energía (“FRET eficciency”) con respecto 
al ratio YFP/CFP, obteniendo una curva que 
llega a saturación. Con esta gráfica podemos 
calcular dos parámetros, FRET máximo (FRE-
Tmax) y FRET 50 (FRET50). El valor de FRET50 
nos da información sobre la afinidad aparente 
del par estudiado, que depende directamente 
















Figura 12: Sensorgrama, representación de los datos del biosensor. El sensorgrama es la curva que repre-
senta los cambios en el índice de refracción debidos a las fases de asociación y disociación de los complejos 













Para estos ensayos como controles uti-
lizamos las células sin transfectar, las células 
transfectadas sólo con el receptor fusionado a 
CFP, y las células transfectadas sólo con el re-
ceptor fusionado a YFP.
Utilizamos HEK293T que trans-
fectamos transitoriamente. A las 48 horas de 
la transfección despegamos las células con 
HBSS + 0,1% de glucosa, las centrifugamos 
(1.500 rpm, 37 °C, 5 minutos)  y resuspende-
mos en el mismo medio. Cuantificamos la  can-
tidad de proteína que tenemos en cada punto 
por el método de Bradford y ajustamos todos 
los puntos para dejarlos a una concentración de 
0,2 mg/ml. Ponemos, por duplicado, 100 ml de 
la suspensión celular en una placa negra de 96 
pocillos y procedemos a la lectura de la fluo-
rescencia  (Wallac Envision 2104 Reader). Para 
las lecturas de FRET utilizamos una lámpara 
de xenón, un filtro de excitación de 405 nm, 
con un paso de banda de 8 nm (397-413 nm), 
y 2 filtros de emisión, 486 nm y 530 nm con 
10 nm de paso de banda (476-496 y 520-540 
nm respectivamente). Ajustamos las condicio-
nes a las cuales recogemos la emisión de la luz 
en los dos canales y las mantenemos en todos 
los experimentos para mantener la contribución 
relativa de los fluoróforos en los canales de de-
tección.
Para los ensayos de competición de 
FRET, transfectamos 24 horas antes con Jet-
PEI, las células HEK293T con el receptor com-
petidor o con el plásmido vacío. Posteriormente 
plaqueamos esas células transfectadas en pla-
cas de 6 pocillos, y cotransfectamos con PEI, 
cantidades constantes del receptor fusionado a 
CFP y cantidades crecientes del receptor fusio-
nado a YFP. Realizamos los ensayos de las cur-
vas de FRET de la misma manera. Analizamos 
las curvas obtenidas como datos pareados (au-
sencia o presencia del competidor) del ensayo, 
obteniendo un p-valor (si p<0,05 las curvas son 
distintas).
Para los ensayos de competición de 
FRET por la adición de ligando procedemos 
como para los ensayos normales de FRET has-
ta el momento de añadir la suspensión celular 
a la placa negra de lectura. En ese momento 
añadimos el ligando a valorar o PBS sólo, en 
cada pocillo de la placa negra. In cubamos las 
células (37� C en agitación) y leemos la fluo-
rescencia (Wallac Envision 2104 Reader). Ana-
lizamos  datos obtenidos como datos pareados 
comparando los datos obtenidos tras la adición 
del ligando con los obtenidos tras la adición del 
PBS (vehículo).
Para el cálculo de la eficiencia de 
FRET, es necesario calcular previamente el 
entrecruzamiento entre estas dos proteínas 
fluorescentes, es decir, qué cantidad de fluo-
rescencia procedente de excitar a la proteína 
CFP (dadora) se recoge en el canal de la YFP 
(aceptora) en ausencia de ésta, para lo que sólo 
utilizamos células que expresan CFP o vicever-
sa. De esta manera normalizamos los valores 
obtenidos en las células que estén coexpresan-
Figura 13: Esquema del fundamento de la técnica de FRET. A) Esquema de la transferencia de energía entre 














FRETmax: es la medida de la máxima eciencia de FRET.
FRET50: Es una medida del ratio YFP/CFP necesario para generar la mitad de la 






do ambas proteínas, y donde valoramos si real-
mente se produce transferencia de energía entre 
los fluorocromos. Para determinar la cantidad 
de fluorescencia que está emitiendo cada fluo-
róforo de manera individual en los experimen-





Ch510: Señal detectada a 510 nm.




FluoCFP: Contribución normalizada de la CFP.
FluoYFP: Contribución normalizada de la YFP.
FRETeff: Eficiencia de FRET
21.2.-Curvas de saturación de BRET (Biolu-
miniscence Resonance Energy Transfer)
Esta técnica, al igual que la del FRET, 
nos permite detectar la interacción entre dos 
proteínas. En este caso la transferencia de ener-
gía se produce entre la luciferasa y la proteína 
fluorescente aceptora ya sea CFP (BRET2) o 
YFP (BRET1), que están fusionadas al extremo 
C-t (Carboxilo terminal) de los receptores que 
queremos estudiar. Dependiendo de la proteína 
aceptora se utilizan distintos sustratos para la 
luciferasa:
-BRET2: se utiliza como sustrato el 
DeepBlueC, con este sustrato la luciferasa ca-
taliza una reacción que emite energía en una 
longitud de onda de unos 405 nm lo que per-
mite excitar a la CFP. Se toman las medidas 30 
segundos despues de añadir el sustrato (Figura 
14).
-BRET1: se utiliza como sustrato la 
Coelenterazina H, con este sustrato la lucife-
rasa cataliza una reacción que emite energía 
en una longitud de onda de unos  510 nm lo 
que permite excitar directamente a la YFP. Se 
toman medidas 1 minuto despues de añadir el 
sustrato (Figura 14).
Transfectamos las células con una 
cantidad constante del receptor fusionado a la 
luciferasa (dador) y cantidades crecientes del 
otro receptor fusionado a la proteína fluores-
cente, CFP o YFP (aceptor). De esta manera 
podemos analizar los datos de variación de la 
eficiencia de la transferencia de energía (BRET 
eficciency) respecto al ratio YFP/Luciferasa o 
CFP/Luciferasa según corresponda, obteniendo 
una curva que llega a saturación en la cual po-
demos calcular unos valores de BRET máximo 
(BRETmax) y BRET 50 (BRET50). El BRET50 
nos da información sobre la afinidad aparente 
del par estudiado, que depende directamente de 
la orientación y distancia de la luciferasa y la 
proteína fluorescente.






















os Para estos ensayos como controles uti-
lizamos células sin transfectar y transfectadas 
sólo con luciferasa (cantidad constante) que to-
maremos como los valores de referencia, que 
restaremos a las lecturas obtenidas de los dis-
tintos ratios.
Estos ensayos se realizan de forma si-
milar a los ensayos de FRET. A diferencia de 
que en este caso ponemos las células en una 
placa blanca de 96 pocillos para hacer las lec-
turas de bioluminiscencia, mientras que para 
cuantificar tanto la CFP como la YFP utiliza-
mos placas negras de 96 pocillos (Wallac Envi-
sion 2104 Reader).  Para las lecturas de BRET1 
utilizamos un filtro de 405 nm de 8 nm de paso 
de banda y otro de 530 nm de 10 nm de paso 
de banda (520-540 nm), mientras que para las 
lecturas de BRET2 utilizamos un filtro de 405 
nm de 8 nm de paso de banda  y otro de 486 nm 
de 10 nm de paso de banda (476-496 nm).
21.3.-SRET (Sequential Resonance Energy 
Transfer)
Esta técnica es un BRET/FRET se-
cuencial, que se basa en acoplar la técnica de 
BRET con la técnica de FRET, lo que nos per-
mite estudiar la interacción entre tres proteínas. 
Tiene el mismo fundamento que las curvas de 
BRET, solo que en este caso tenemos una pro-
teína fusionada a la luciferasa, otra proteína 
fusionada a la CFP y una tercera proteína fusio-
nada a la YFP. Si existiera el trímero al añadir 
el DeepBlueC la emisión de bioluminiscencia 
excitaría la CFP y la energía emitida por ésta 
excitaría a la YFP que entonces sería detectada 
(Figura 15). 
Para ello cotransfectamos las células 
con cantidades constantes de la proteína da-
dora del BRET (Rluc) fusionada al extremo 
C-terminal de uno de los receptores que que-
remos estudiar y de la proteína aceptora del 
BRET y dadora del FRET (CFP) fusionada al 
extremo C-terminal de otro de los receptores 
que queremos estudiar  y cantidades crecien-
tes de la proteína aceptora del FRET (YFP) 
fusionada al extremo C-terminal del otro re-
ceptor que queremos estudiar. En el caso de 
que exista interacción, obtendremos valores 
de eficiencia de SRET positivos (emisión de-
tectada de la YFP), que aumentarán, en fun-
ción del ratio YFP/Rluc, en forma de curva 
hiperbólica.
Para estos ensayos como controles 
utilizamos células cotransfectadas con can-
tidades constantes del receptor fusionado a 
luciferasa y del receptor fusionado a CFP. 
Tomaremos éstos como valores de referencia, 
restándolos a las lecturas obtenidas de los dis-
tintos ratios (YFP/Rluc).
Estos ensayos se realizan de forma 
similar a los ensayos de FRET y BRET. Uti-
lizamos una placa blanca de 96 pocillos para 
hacer las lecturas de BRET, mientras que para 
realizar las lectutas de fluorescencia utiliza-
mos placas negras de 96 pocillos, finalmente 
procedemos las lecturas (Mithras LB940 mul-
timode reader, Berthold Technologies). Para 
las lecturas de SRET utilizamos un filtro de 
400 nm (370-430 nm) y otro de 530 nm (510-
560 nm).
21.4.-BiFC (Bimolecular Fluorescence 
Complementation)
La BiFC es un tipo de ensayo de detec-
ción de fluorescencia a partir de una proteína 
fluorescente fragmentada. Para ello la proteí-
na fluorescente se fragmenta en dos mitades 
que no son capaces de emitir fluorescencia 
por sí solas, sino que necesitan unirse; lo que 
se produce si las dos proteínas a las que están 
fusionadas interaccionan. Para realizar estos 
experimentos, en primer lugar fusionaremos 
la parte C-terminal de la YFP (cYFP) al extre-












parte N-terminal de la YFP (nYFP) la fusiona-
remos al extremo C-terminal del otro receptor.
Cuando realizamos los ensayos de 
BiFC, observamos emisión de la YFP cuando 
existe interacción entre los receptores, ya que 
los dos fragmentos se localizan lo suficiente-
mente juntos (Figura 16). Como controles 
negativos utilizamos células HEK293T trans-
fectadas con nYFP o cYFP vacíos, células co-
transfectadas con nYFP vacío y cYFP fusiona-















21.6.-“Photobleaching” o quemado del acep-
tor
Esta técnica nos permite localizar la 
interacción entre dos proteínas célula a célula. 
Al igual que en las curvas de saturación de 
FRET, la transferencia de energía se produce 
entre la proteína fluorescente dadora (CFP) y la 
aceptora (YFP). El “photobleaching” o quema-
do del aceptor es una propiedad intrínseca de 
un fluorocromo (en nuestro caso, YFP) carac-
terizada por la desaparición de su fluorescen-
cia tras una exposición continuada a la longi-
tud de onda a la que es excitada (515 nm). En 
esta técnica analizamos la señal emitida por la 
proteína dadora (CFP), cuando es excitada a su 
longitud de onda. Si existe interacción entre la 
proteína dadora (CFP) y aceptora (YFP) y por 
tanto transferencia de energía, la emisión de la 
proteína dadora (CFP) estará disminuída. En 
ese caso, después de quemar (bleach) el acep-
tor (YFP), al excitar la proteína dadora (CFP), 
observaremos un aumento o recuperación en la 
señal emitida por la CFP. De esta manera, va-
loramos la dimerización y localización de los 
receptores de quimioquinas (Figura 18).
Utilizamos cristales de 10x10 mm 
estériles sobre los que plaquearemos las HE-
K293T. Antes de plaquear las células, tapiza-
mos los cristales con FN (20 mg/ml, 1 hora a 
37 °C). Ponemos 5x104 células/cristal en una 
placa de 24 pocillos. 24 horas más tarde trans-
fectamos las células con las construcciones 
deseadas. A las 48 horas de la transfección 
fijamos las células con paraformaldehído al 
4% durante 3-4 minutos, lavamos 3-4 veces 
Figura 16: Esquema representativo de la téc-
nica de BiFC.
Figura 17: Esquema representativo de la técni-
ca de BRET-BiFC.
21.5.-BRET-BiFC
Esta técnica de BRET-BiFC se basa en 
acoplar la técnica de BRET con la técnica de 
BiFC, lo que nos permite detectar la interac-
ción entre tres proteínas. Para estos ensayos 
cotransfectamos las HEK293T con cantidades 
constantes del receptor fusionado a la proteí-
na dadora (Rluc) y cantidades crecientes de las 
proteínas fusionadas a los 2 fragmentos de la 
proteína aceptora (cYFP y nYFP) a un ratio 1:1. 
En el caso que exista interacción en-
tre las tres proteínas, obtendremos valores de 
eficiencia de BRET positivas (emisión detecta-
da de la YFP), que aumentarán en función del 














con PBS y las montamos en los portas (glice-
rol 80%, PBS 20% a pH 7,0). Analizamos las 
muestras mediante microscopía confocal, uti-
lizando un láser diodo de 405 nm para excitar 
la CFP y un láser de Argón de 515 nm para ex-
citar la YFP, utilizando un espejo dicroico dual 
405-440/515 nm. La fluorescencia emitida pasa 
a través de un espejo dicroico de SDM 510 nm 
siendo recogida por un detector de rango 530-
570 nm. Los datos recogidos de la intensidad de 
fluorescencia tanto de la CFP (ICFPpre) como 
de la YFP (IYFPpre) proceden de imágenes con 
una media de 4 barridos por pixel y digitali-
zada a 12 bits. Para quemar la YFP utilizamos 
el láser de Argón a su máxima potencia hasta 
quemar  aproximadamente el 80% de la YFP 
(~3-5 segundos). Después del quemado de la 
YFP medimos de nuevo, con los mismos pará-
metros, la fluorescencia de la CFP (ICFPpost) 
y de la YFP (IYFPpost). La eficiencia de FRET 
la calculamos utilizando el programa ImageJ 
1.43u (NIH). Para el cálculo de la eficiencia de 
FRET, el módulo utilizado mide píxel a píxel 
la región señalada, teniendo en cuenta el nú-
mero de pixeles de la CFP y de la YFP antes y 
después del quemado de la proteína aceptora, 
además del porcentaje de quemado de la YFP. 
Restamos en cada imagen y para cada región 
analizada la eficiencia de FRET de una zona no 
quemada (fondo). Calculamos la eficiencia de 
FRET con la siguiente fórmula:
EFRET=((ICFPpost-ICFPpre)/ICFPpost)x100
Como control negativo utilizamos célu-
las transfectadas sólo con CFP, valorando antes 
y después de quemar, los valores en la intensi-
dad (píxeles) de la CFP. La eficiencia de FRET 
la calculamos como media de al menos tres 
experimentos, tomando al menos 50 imáge-
nes de cada uno y elegiendo para analizar sólo 
aquellas imágenes que tienen un ratio (YFP/
CFP) correspondiente al que permite alcanzar 
la máxima eficiencia de FRET en las curvas de 
saturación.
22. Producción y purificación de 
la proteína AcGFP dimérica.
A partir del vector pAcGFP1-N1 (Clontech) y 
utilizando oligonucleótidos específicos, ampli-
ficamos por PCR la proteína AcGFP para clon-
arlo en el vector pET22b(+). Mutamos el codón 
de parada por una cisteína. A continuación de 
la cisteína añadimos la secuencia de corte de la 
trombina y las 6 histidinas del vector.
5´ NdeI     (5´AACATATGGTGAGCAAGGGC-
GCCG 3´) 3´ BamHI (5´GGATCC-
GAGCTGCCACGCGGAACCAGACACTT-
GTACAGCTCATCCATG)
Transformamos el plásmido pET22b(+) que 
contiene la proteína AcGFP en bacterias BL21. 
Picamos una colonia y la dejamos creciendo 
YFPCFP YFPCFP YFPCFP









durante toda la noche a 37 ºC. Al día siguiente, 
se añaden 0,5 ml de las bacterias crecidas a 500 
ml de LB más antibiótico (en total se pone un 
volumen de 1 litro). Se deja creciendo hasta 
que la DO a 600 nm sea de 0,6 (tarda unas 3-4 
horas en alcanzar esa DO). Entonces se separa 
1ml de las bacterias en un tubo de 10 ml y al 
resto del matraz se le añade el IPTG a 0,1 mM 
durante 4 horas. Se recogen unos 40-50 µls de 
las bacterias crecidas sin y con IPTG para cor-
rer un gel al 12% (el gel se tiñe con azul Coo-
massie durante 30 minutos a temperatura am-
biente, y después se destiñe hasta que se vean 
las bandas). El resto se centrifuga a 6.000 rpm 
durante 30 minutos a 4 ºC. Se tira el sobrena-
dante y el pellet se congela. Al día siguiente, 
lisamos el pellet bacteriano con 5 ml de 50 mM 
NaH2PO4, 300 mM NaCl y 10 mM de imidazol, 
pH 8.0 más inhibidores de proteasas (aprotini-
na, leupeptina, PMSF y ortovanadato sódico). 
Congelamos y descongelamos 3 veces, para 
ello usamos nieve carbónica más etanol (así 
se facilita la congelación de las bacterias re-
suspendidas). Para descongelar las bacterias se 
utiliza un baño a 30 ºC. Sonicamos 3 veces, en 
el sonicador de “low power”, a la máxima in-
tensidad durante 40 segundos, manteniendo en 
hielo durante 1 minuto entre cada sonicación. 
Se centrifuga a 23.000 g en la Sorvall con el 
rotor SS34 durante 30 minutos a 4ºC. Se recoge 
el sobrenadante y se diluye hasta 50 ml de PBS 
más 10 mM de imidazol. Se filtra por 0,45 mM. 
Lo pasamos por una columna de cobalto, previ-
amente equilibrada con 50 mM NaH2PO4, 300 
mM NaCl y 10 mM de imidazol. Después lava-
mos con PBS más 10 mM de imidazol y luego 
eluímos con PBS más 300mM de imidazol.
Las fracciones de la elución las corremos en 
un gel de proteínas al 12% en condiciones re-
ducidas y no reducidas.  Las fracciones de in-
terés las concentramos y las pasamos por una 
columna de exclusión molecular S200. Con-
centramos hasta que nos quede un volumen 
de 0,5 ml. Esta columna la equilibramos pre-
viamente con PBS. De las fracciones que reco-
gemos de aproximadamente 1 ml (flujo de unos 
40) se vuelven a correr en un gel de proteínas 
al 12%, se tiñe con azul Coomassie, y luego se 
destiñe hasta que veamos las bandas. Congelar 
alícuotas de las fracciones de interés a -20ºC.
23.-Total internal reflection mi-
croscopy (TIRF-M)
Esta técnica nos permite estudiar la di-
námica de las proteínas en la membrana celular 
(Figura 19). Utilizamos CXCR4 fusionado a 
la proteína GFP monomérica (AcGFP). Las cé-
lulas Jurkat CD4 (20x106 células) fueron elec-
troporadas con 20 mg de  CXCR4-AcGFP (280 
V, 975 mF) en 400 ml de RPMI suplementado. 
A las 24 horas de ser electroporadas, fueron se-
leccionadas las células GFP+ por citometría de 
flujo (“sorting”). Sobre los cristales previamen-
te tapizados con FN (20 mg/ml) o FN+CXCL12 
(100 nM, 1 hora a 37 °C y 5% de CO2) deposi-
tamos 3x105 células por cristal en un volumen 
de 220 ml de HBSS + 2% de FBS. Dejamos a 
las células depositándose durante 30 minutos a 
37 °C y 5% de CO2. Utilizando un microsco-
pio de TIRF (Leica AM TIRF) con un objeti-
vo de aceite de inmersión 100x. Tomamos las 
imágenes en TIRF con una penetrancia de la 
onda evanescente de ~90 nm para asegurarnos 
valorar sólo las proteínas de la membrana. Las 
imágenes fueron adquiridas con una potencia 
de láser del 15% con un tiempo de exposición 
de 40 ms (para evitar el quemado de la mues-




















Calculamos el coeficiente de difusión 
(D) de las partículas de receptor a partir de la 
media del desplazamiento al cuadrado (MSD, 
del inglés “mean square displacement”), si-
guiendo la siguiente fórmula:
MSD(t)=MSD(n∆t)
  N
MSD(t) = 1/N ∑ [(xi+n – xi)
2 + (yi+n-yi)
2], 
 i=1    
Donde t es el intervalo de tiempo de 
cada imagen del vídeo (95 milisegundos), n es 
el número de “frames” y la (x,y) es la posición 
de la partícula en cada frame.
En el caso de difusión Browniana el 
MSD aumenta linealmente con el incremento 
del tiempo.
El coeficiente de difusión para trayecto-
rias individuales fue determinado a partir de los 
cinco primeros puntos de las curvas del MSD. 
Ajustamos a los cinco primeros puntos ya que 
el error en el MSD aumentó a partir de este 
punto con el incremento del tiempo.







1.-Análisis del efecto de la coex-
presión de EBI2 sobre la función 
del eje CXCR5/CXCL13
1.1-CXCR5 y EBI2 forman homo- y hetero-
dímeros
Para detectar si CXCR5 y EBI2 forman 
complejos diméricos en las células utilizamos 
el método de sensibilización del aceptor, me-
diante las curvas de saturación de FRET.
Para ello primero fusionamos las pro-
teínas fluorescentes dadora (CFP) y acepto-
ra (YFP) en el extremo C-terminal de dichos 
receptores y comprobamos mediante ensayos 
de movilización de calcio que la presencia de 
la proteína fluorescente no altera la funciona-
lidad de los receptores. Observamos que tanto 
CXCR5-CFP, como EBI2-CFP promueven mo-
vilización de calcio intracelular en respuesta a 
sus ligandos (Figura 20). También analizamos 
que las células transfectadas expresan niveles 
fisiológicos de los receptores, y para ello cuan-
tificamos los niveles de los receptores median-
te el kit Dako Cytomation Qifikit. Observamos 
que eran muy similares a los expresados en cé-
lulas B primarias (Tabla 5).
Para obtener las curvas de saturación de 
FRET transfectamos transitoriamente células 
HEK293T con cantidades constantes del re-
ceptor fusionado a la proteína dadora (EBI2- o 
CXCR5-CFP), y cantidades crecientes del re-
ceptor fusionado a la proteína aceptora (EBI2- o 
CXCR5-YFP). Detectamos FRET positivo tan-
to para los homodímeros CXCR5 y EBI2 como 
para los heterodímeros CXCR5/EBI2 (Figura 
21). Como control de especificidad, utilizamos 
otros dos GPCRs de clase A (mGluR1α-YFP y 
H3R-YFP) observando que no hay transferen-
cia de energía entre CXCR5-CFP o EBI2-CFP 
y los receptores control mGluR1α-YFP o H3R-
YFP (Figura 21).
IV.-RESULTADOS







































Figura 20: EBI2 y CXCR5 fusionados a la pro-
teína fluorescente CFP mantienen su funciona-
lidad. Se realizaron ensayos de movilización de 
calcio en células HEK293T transfectadas transi-
toriamente con EBI2-CFP o CXCR5-CFP en res-
puesta a sus ligandos específicos, 7α,25-OHC (50 















Para confirmar estas interacciones y lo-
calizar donde se producen en la célula utiliza-
mos también la técnica de FRET por el método 
de quemado del aceptor. Para ello cotransfecta-
mos  las células HEK293T con los receptores 
fusionados a la proteína dadora y a la proteína 
aceptora utilizando las cantidades de YFP:CFP 
con las que obtuvimos la máxima eficiencia de 
Figura 21: CXCR5 y EBI2 forman homo- y heterodímeros. A, B) Para los homodímeros, obtuvimos las curvas 
de saturación de FRET a partir de células HEK293T transfectadas transitoriamente con cantidades constantes de 
CXCR5-CFP (1,5 mg; ~240.000 UF) o EBI2-CFP (1,5 mg; ~280.000 UF) y cantidades crecientes de CXCR5-YFP 
(~150000 - 1000000 UF) o EBI2-YFP (~650000 - 1200000 UF) o mGluR1α-YFP (~180.000 - 1.200.000 UF) 
o H3R-YFP (~120.000 – 1.150.000 UF). C, D) Para los heterodímeros, las  células HEK293T transfectadas con 
cantidades constantes de EBI2-CFP (1,5 µg; ~180.000 UF) o CXCR5-CFP (1,5 mg; ~600.000 UF) y cantidades 
crecientes de CXCR5-YFP (~31000 - 1700000 UF) o EBI2-YFP (~230000 - 1100000 UF) o mGluR1α-YFP 
(~180.000 - 1.200.000 UF) o H3R (~120.000 - 1.150.000 UF). En la tabla los valores de FRETmax y FRET50, repre-
sentan la media ± SEM de al menos 6 experimentos, analizando los datos obtenidos con una ecuación de regresión 













































































































Figura 22: CXCR5 y EBI2 forman homo- y heterodímeros en la superficie celular. Imágenes representativas 
de CFP e YFP antes (CFP-Pre, YFP-Pre) y después (CFP-Post, YFP-Post) del quemado del aceptor, y aumento de 
las áreas quemadas (recuadrada con línea blanca), donde valoramos la eficiencia de FRET utilizando una escala de 
falsos colores. Cálculo de la media ± SEM de la eficiencia de FRET de al menos 20 imágenes. Las áreas utilizadas 
para el análisis tienen un ratio YFP/CFP similar al ratio obtenido cuando se llega a la fase de saturación en las 
curvas de FRET (Figura21); ratios YFP/CFP (~2/1 para homodímeros y heterodímeros EBI2/CXCR5, y 1/1 para 
los heterodímeros CXCR5/EBI2). Como control negativo utilizamos CXCR5-CFP/mGluR1α-YFP, EBI2-CFP/







































































































































































































































FRET en las curvas de saturación. En primer 
lugar comprobamos el ratio de transfección 
YFP:CFP midiendo separadamente la fluo-
rescencia de CFP y de YFP en cada célula. A 
continuación quemamos la proteína aceptora 
(YFP) observando un aumento de la intensi-
dad de la CFP tanto en los homodímeros de 
CXCR5 y de EBI2 como en los heterodímeros 
CXCR5/EBI2, confirmando dichos complejos. 
En los controles EBI2-CFP/mGluR1α-YFP, 
EBI2-CFP/H3R-YFP, CXCR5-CFP/mGluR1α-
YFP y CXCR5-CFP/H3R-YFP, detectamos una 
eficiencia de FRET residual demostrando la es-
pecificidad de las interacciones homo- y hete-
rodiméricas (Figura 22).
Estos datos indican que CXCR5 y EBI2 
forman tanto homo- como heterodímeros en 
ausencia de ligando y se localizan predominan-
temente en la superficie celular.
1.2.-La expresión de EBI2 modula los homo-
dímeros de CXCR5
Recientemente se ha descrito la coope-
ración entre CXCR5 y EBI2 para el correcto 
posicionamiento de los linfocitos B en el fo-
lículo linfoide (Gatto et al, 2011). Teniendo 
estos datos en cuenta, y habiendo demostrado 
que tanto CXCR5 como EBI2 son capaces de 
formar homo- y heterodímeros, estudiamos 
el efecto de la coexpresión de EBI2 sobre los 
complejos homodiméricos de CXCR5.
 
Para ello transfectamos células 
HEK293T con HA-EBI2 o el vector vacío, y 
posteriormente cotranstectamos cantidades 
constantes de CXCR5-CFP y crecientes de 
CXCR5-YFP.
Figura 23: La expresión de EBI2 modula los complejos homodiméricos de CXCR5. A) Expresión de HA-
EBI2 en la membrana de células HEK293T transfectadas transitoriamente con pcDNA3.1 o pcDNA3.1HA-EBI2 
+ CXCR5-CFP/CXCR5-YFP a ratio ~2. La expresión de HA-EBI2 mostrada se mantiene a los diferentes ratios de 
CXCR5-CFP/CXCR5-YFP. B) Células HEK293T transfectadas transitoriamente con pcDNA3.1 o pcDNA3.1HA-
EBI2, se cotransfectaron 24 horas después con cantidades constantes de CXCR5-CFP y cantidades crecientes de 
CXCR5-YFP.Se muestra un experimento representativo de 4 realizados. En las células que coexpresan CXCR5-
CFP/CXCR5-YFP + HA-EBI2 los valores de FRET50 aumentaron significativamente en los 4 experimentos en 
relación a las células que coexpresan CXCR5-CFP/CXCR5-YFP + pcDNA 3.1. Se representaron los valores de 
FRETmax y FRET50 como la media  ± SEM.
CXCR5-CFP/CXCR5-YFP + pcDNA3.1
FRETmax FRET50
0,6503 ± 0,0177 0,9851 ± 0,0784
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 El uso de HA-EBI2 permite seguir la 
presencia de EBI2 en la superficie celular ya 
que no existen anticuerpos comerciales que re-
conozcan EBI2, y demostrar que en presencia 
de este receptor los niveles de CXCR5 no se 
modifican (Figura 23A). Las curvas de satu-
ración de FRET en estas condiciones demos-
traron que la expresión de HA-EBI2 modifica 
significativamente la curva de saturación del 
homodímero de CXCR5 (Figura 23B), concre-
tamente en el valor de FRET50 (0,9851±0,0784 
para CXCR5/CXCR5 en ausencia de HA-EBI2 
y de 1,7320±0,4905 para CXCR5/CXCR5 + 
HA-EBI2), lo que indica que la expresión de 
EBI2 promueve un cambio conformacional de 
los complejos homodiméricos de CXCR5.
Figura 24: La coexpresión de EBI2 modula la movilización intracelular de calcio promovido por CXCL13. 
A) Análisis por citometría de flujo de los niveles de CXCR5 (panel de la izquierda) o HA-EBI2 (panel de la 
derecha) en la membrana celular de células HEK293T transfectadas transitoriamente con CXCR5, HA-EBI2 o 
CXCR5/HA-EBI2. La coexpresión de uno de los receptores no afectó a los niveles del otro receptor. B) Ensayos de 
movilización de Ca2+ realizados en las células HEK293T analizadas en el panel A. Las células fueron estimuladas 
con CXCL13 (50 nM, panel de la izquierda) o con 7α,25-OHC (500 nM, panel de la derecha). La carga de las célu-
las con la sonda (Fluo3-AM) se comprobó estimulando con ionomicina. Mostramos un experimento representativo 
de 8 realizados y la cuantificación de la movilización de Ca2+ en respuesta a CXCL13 (50 nM) o a 7α,25-OHC 
(500 nM). Las células que coexpresan ambos receptores y son estimuladas con CXCL13 o 7α,25-OHC muestran 
una reducción significativa en la movilización de Ca2+ (** p < 0,01, *** p < 0,001). C) Ensayos de movilización 
de Ca2+ en células B naïve y activadas (anti-IgM 10 mg/ml, 6 h) wt (panel de la izquierda) y EBI2-/- (panel de la de-
recha). Las células fueron estimuladas con CXCL13 (50 nM) o 7α,25-OHC (500 nM) y medidas por citometría de 
flujo. Se estimularón con ionomicina como control de carga de las células. Las gráficas muestran un experimento 
representativo de 4 realizados. La cuantificación de la respuesta en Ca2+ se calculó como el porcentaje de variación 
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1.3.-EBI2 modula las funciones activadas 
vía CXCR5
 1.3.1.-EBI2 modula la moviliza-
ción intracelular de calcio promovida por 
CXCL13.
Para estudiar si los cambios confor-
macionales promovidos en los homodímeros 
CXCR5 por EBI2 tienen alguna consecuencia 
funcional utilizamos como sistema la línea ce-
lular HEK293T transfectada transitoriamente 
con CXCR5, HA-EBI2 o CXCR5/HA-EBI2, 
y comprobamos la movilización de calcio 
tras la activación con sus ligandos CXCL13 ó 
7α,25-OHC.
Observamos que el pico de calcio pro-
movido por CXCL13 en las células que sólo 
expresaban CXCR5 era significativamente me-
nor cuando las células coexpresaban CXCR5/
HA-EBI2 (Figura 24B). De igual modo suce-
dió al activar con 7α,25-OHC, que el pico de 
calcio fue significativamente menor cuando 
se coexpresanban ambos receptores (Figura 
24B). Para poder comparar las respuestas entre 
las diferentes células transfectadas comproba-
mos la cantidad de carga de la sonda fluores-
cente estimulando a las células con ionomicina 
(Figura 24B). Como control de la especificidad 
de la movilización de calcio observada, estimu-
lamos las células que sólo expresan un receptor 
con el ligando del otro receptor, sin observar 
respuesta (Figura 24B). Confirmamos que la 
expresión de los receptores en las diferentes lí-
neas celulares era similar (Figura 24A).
Posteriormente, confirmamos los datos 
obtenidos en la línea celular usando células B 
primarias de ratón, procedentes de ratones defi-
cientes en EBI2 (EBI2-/-) y ratones control (wt).
 Después de cada purificación compro-
bamos la pureza de linfocitos B por citometría 
de flujo, tiñendo CD3 y B220. Obtuvimos tanto 
en linfocitos B wt como en EBI2-/- una pureza 
similar y superior al 95% (Figura 25A). Por 
otro lado, comprobamos por citometría de flu-
jo que los linfocitos B purificados son naïve, 
para ello teñimos con CD69 y CD86 y observa-
mos una ausencia de tinción de estos anticuer-
pos demostrando que tanto los linfocitos B wt 
como EBI2-/- no están activados (Figura 25B). 
Para comprobar que la deficiencia de EBI2 no 
afecta a la activación vía BCR, valoramos los 
niveles de CD69 y CD86 después de la activa-
ción (6 horas, αIgM 10 mg/ml), observando un 
aumento similar de estos niveles tanto en lin-
focitos B wt como EBI2-/- (Figura 25B). Tam-
bién comprobamos por RT-PCR el defecto de 
la expresión de EBI2 en los linfocitos B EBI2-/- 
(Figura 25C).
Figura 25: Análisis de la pureza y activación de los Linfocitos B wt y EBI2-/- con anti-IgM. A) Análisis por 
RT-PCR de la expresión de EBI2 en esplenocitos de ratones wt(+) y EBI2-/-(+). Como control de la RT-PCR, uti-
lizamos la misma cantidad de ARN para obtener el ADNc que en las muestras, wt(+) y EBI2-/-(+), pero sin añadir 
la retrotranscriptasa. B) Las células B naïve fueron aisladas por selección negativa de bazo de ratones wt y EBI2-/-, 
teñidas con anti-CD3 y –B220, y analizadas por citometría de flujo (95-98 % de pureza). C) Células B naïve y 
activadas (anti-IgM 10 µg/ml) procedentes de ratones wt y EBI2-/- fueron teñidas con anti-CD69 y -CD86, y ana-



































































































































Los niveles de CXCR5 en la superfi-
cie celular son similares en linfocitos B wt y 
EBI2-/-, sin activar y activados (6 horas, αIgM 
10 mg/ml) (Figura 26A). Por otro lado la ac-
tivación provoca un aumento en la expresión 
de EBI2 en los linfocitos wt, que detectamos 
por RT-qPCR ya que no disponemos de anti-
cuerpos específicos para citometría de flujo 
(Figura 26B). La activación de los linfocitos 
B wt produce un aumento relativamente rápido 
(2-3 horas) de la expresión de EBI2 sin alterar 
los niveles de CXCR5.
La estimulación con CXCL13 provocó 
un flujo de calcio en las células B naïve bastan-
te mayor que en las células B activadas a pesar 
de que los niveles de CXCR5 son similares (Fi-
gura 24C). Sin embargo el efecto no se detectó 
en células B naïve y activadas deficientes en 
EBI2 (Figura 24C).
 1.3.2.-EBI2 modula a la activación de 
las MAPK en respuesta a CXCL13.
Se ha descrito que la estimulación de 
linfocitos B con CXCL13 activa la ruta de las 
MAPK (Burkle et al, 2007). Estudiamos en-
tonces el efecto que tiene la coexpresión de 
EBI2 en la activación de ERK1,2 en respues-
ta a CXCL13. Células HEK293T transfecta-
das transitoriamente con CXCR5 o CXCR5/
HA-EBI2 fueron estimuladas con CXCL13, y 
determinamos la fosforilación de ERK1,2 me-
diante “western blot” con anticuerpos específi-
cos. La presencia de HA-EBI2 produjo una me-
nor activación de ERK1,2 (Figura 27A). Para 
analizar si este efecto es específico de EBI2, 
quisimos reducir los niveles de expresión de 
este receptor en las células que coexpresaban 
CXCR5/EBI2. Para valorar los niveles de ex-
presión de ambos receptores tras la estimula-
ción con sus ligandos realizamos ensayos de 
internalización. Utilizamos células HEK293T 
transfectadas transitoriamente con CXCR5, 
HA-EBI2 o CXCR5/HA-EBI2. En primer lu-
gar estimulamos las células con 7α,25-OHC, 
observando que la internalización de HA-EBI2 
era similar en las células que expresaban sólo 
HA-EBI2 o CXCR5/HA-EBI2 (~40% a los 30 
min), mientras que los niveles de CXCR5 se 
mantuvieron constantes (Figura 27B,C). Valo-
ramos también el efecto de CXCL13 y obser-
vamos que promovió la misma internalización 
de CXCR5 independientemente de que la célu-
la coexprese o no HA-EBI2 (Figura 27D,E), y 
de la misma manera no se vieron afectados los 
niveles de HA-EBI2 en la membrana celular. 
Pretratamos entonces las células que coexpre-
saban CXCR5/HA-EBI2, con 7α,25-OHC du-
rante 30 minutos a 37 °C, y estimulamos des-
pués con CXCL13 (100 nM). Observamos una 
mayor fosforilación de ERK1,2, indicando una 
recuperación en la activación de estas MAPK, 
en función de la reducción de los niveles de 
EBI2 en la membrana (Figura 27A).
Figura 26: Análisis de los niveles de CXCR5 y EBI2 en células B wt y EBI2-/- tras la activación. A) Expresión 
de CXCR5 en la membrana celular de células B wt (panel de la izquierda) y EBI2-/- (panel de la derecha) antes y 
después de la activación (anti-IgM 10 µg/ml, 6 h). B) Análisis por PCR cuantitativa de la expresión de EBI2 en 
células B wt tras la activación (anti-IgM 10 µg/ml). Se muestra un aumento significativo de la expresión de EBI2 

































































Figura 27: EBI2 modula la activación de ERK1,2 en respuesta a CXCL13. A) Panel izquierda: Células HE-
K293T CXCR5, o CXCR5/HA-EBI2 sin tratar o pretratadas con 7α,25-OHC (500 nM, 30 min), fueron estimuladas 
con CXCL13 (100 nM), y los lisados celulares obtenidos fueron analizados por western blot utilizando anticuerpos 
anti-pERK1,2. Como control de carga se utilizó anti-ERK1/2. Panel derecha: Densitometría de la fosforilación de 
ERK1,2 tras la estimulación con CXCL13 (100 nM). B, C, D, E) Análisis de la expresión de HA-EBI2 y CXCR5 
en la membrana plasmática en células HEK293T CXCR5, HA-EBI2 y CXCR5/HA-EBI2 estimuladas con (B,C) 
7α,25-OHC (500 nM) o  (D,E) CXCL13 (50 nM). Media ± SEM de 5 experimentos.
Figura 28: El aumento de los niveles de EBI2 reduce la activación de ERK1,2 promovida por CXCL13. A, 
B) Células HEK293T fueron transfectadas con una cantidad fija de CXCR5 (12 mg/10 x 106 células) y diferentes 
cantidades de HA-EBI2 (3-18 mg/10 x 106 células). Determinamos mediante citometría de flujo la expresión de 
ambos receptores. A) Los niveles de HA-EBI2 se muestran como la media ± SEM de la variación de la intensidad 
de fluorescencia. B) Se muestra un experimento representativo de los niveles de CXCR5. C) Las células transfec-
tadas fueron estimuladas con CXCL13 (100 nM), y los lisados celulares obtenidos fueron analizados por western 
blot utilizando anti-pERK1,2. Como control de carga se utilizó anti-ERK1,2.
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Para confirmar este efecto transfec-
tamos HEK293T con CXCR5 y con distintas 
concentraciones de HA-EBI2, y tras compro-
bar por citometría de flujo como los niveles 
de CXCR5 no variaban (Figura 28B), pero sí 
aumentaban los niveles de HA-EBI2 (Figura 
28A), las cinéticas de activación de ERK1,2 en 
respuesta a CXCL13 correlacionaron inversa-
mente con los niveles de EBI2 (Figura 28C). 
Finalmente realizamos el mismo expe-
rimento en células B primarias de ratón, obser-
vando que tras su activación con anti-IgM y 
aumento de los niveles de EBI2, la activación 
de ERK1,2 por CXCL13 disminuía, mientras 
que el efecto no se produjo al activar células B 
deficientes en EBI2 (Figura 29).
 1.3.3.-EBI2 reduce la migración en 
respuesta a CXCL13.
La activación de MAPK se ha relacio-
nado con procesos de migración, estudiamos 
entonces el efecto funcional del aumento de 
expresión de EBI2, en la migración de célu-
las B mediada por CXCL13. Observamos una 
migración similar de linfocitos B naïve wt y 
EBI2-/- (Figura 30A). Sin embargo, tras la acti-
vación, observamos una reducción significativa 
en la migración en respuesta a CXCL13 en lin-
focitos B wt, que no ocurría cuando las células 
B activadas eran EBI2-/- (Figura 30A). Como 
control, la migración en respuesta a CXCL12 
de células B wt y EBI2-/- activadas fue similar 
(Figura 30B).
Esta nueva serie de resultados demues-
tra que tanto en líneas celulares como en célu-
las primarias, la expresión de EBI2 reduce la 
respuesta funcional de CXCR5 a CXCL13.
1.4.-EBI2 no afecta los procesos de desensi-
bilización de CXCR5
Una posible explicación a la reduc-
ción observada en las respuestas mediadas por 
CXCR5 tras la coexpresión de EBI2, es que 
ocurran procesos de desensibilización heteró-
loga, esto es que el estímulo de un determinado 
receptor reduzca la señalización desencadena-
da por el estímulo sobre otro receptor. Para des-
cartar este proceso, analizamos la capacidad de 
CXCL13 y 7α,25-OHC para movilizar calcio 
en células HEK293T cotransfectadas transito-
riamente con CXCR5/HA-EBI2. La respuesta 
específica a CXCL13 no se veía afectada por 
pERK1/2
ERK1/2
Células B naïve 
wt EBI2-/-
CXCL13 100nM t (min)
Células B activadas
wt EBI2-/-
0’ 1’ 3’ 0’ 1’ 3’0’ 1’ 3’ 0’ 1’ 3’
Figura 29: La activación de células B wt, pero no EBI2-/-, reduce la activación de pERK1/2 promovida por 
CXCL13. Lisados de células B wt y EBI2-/-, naïve y activadas con anti-IgM (10 µg/ml, 6 h), estimuladas con 
CXCL13 (100 nM), fueron analizados por western blot utilizando anti-pERK1/2. Como control de carga se utilizó 
anti-ERK1,2.  
Figura 30: La activación de las células B wt, 
pero no EBI2-/-, reduce la migración en res-
puesta a CXCL13. A) Migración promovida por 
CXCL13 (300 nM) en células B wt y EBI2-/-, 
naïve y activadas con anti-IgM (10 µg/ml, 2 y 
6 h). B) Como control, migración en respuesta 
a CXCL12 (50 nM) en células B wt y EBI2-/- 
activadas con anti-IgM (10 µg/ml, 6h). Media ± 
SEM de al menos 6 experimentos. La migración 
basal es la migración promovida en las células 
por el medio sin quimioquina.
A)
Naïve αIgM 2h αIgM 6h














































la estimulación previa con 7α,25-OHC (Figu-
ra 31A), ni tampoco sucedió al activar primero 
CXCR5 y evaluar luego la respuesta vía EBI2 
(Figura 31B).
 
Estos datos indican que no existe des-
ensibilización heteróloga entre CXCR5 y EBI2 
en respuesta a sus ligandos.
 Como control estudiamos los fenóme-
nos de desensibilización homóloga. Estos fenó-
menos se dan en los receptores de quimioquinas, 
y consisten en la reducción de la respuesta tras 
la estimulación repetida de un receptor con el 
mismo ligando. Utilizamos HEK293T cotrans-
fectadas con CXCR5/HA-EBI2, y observamos 
en ambos casos (CXCL13 y 7α,25-OHC) una 
reducción de la respuesta cuando repetimos la 
estimulación con el mismo ligando (Figura 
31C). Comprobamos también que este fenóme-
no se produce de la misma manera en células 
que sólo expresan CXCR5 o HA-EBI2 (Figura 
31D). Demostrando de esta manera la existen-
cia de los fenómenos de desensibilización ho-



























































































































Figura 31: La coexpresión de HA-
EBI2 no promueve desensibilización 
heteróloga de CXCR5 y “viceversa”. 
A, B) Evaluamos la desensibilización 
heteróloga con ensayos de moviliza-
ción de Ca2+ intracelular en células HE-
K293T CXCR5/HA-EBI2. Se cargaron 
las células con la sonda (Fluo3-AM) y 
se estimuló con A) 7α,25-OHC (500 
nM) seguido de CXCL13 (50 nM) y B) 
“viceversa”. C, D) Desensibilización 
homóloga estimulando repetidamen-
te células HEK293T C) CXCR5/HA-
EBI2 o D) CXCR5 o HA-EBI2 con el 
mismo ligando, CXCL13 (50 nM, pa-
nel de la izquierda) o 7α,25-OHC (500 
nM, panel de la derecha). Experimento 
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Figura 32: Efecto de la coexpre-
sión de HA-EBI2 en la unión 
de [35S]-GTPgS promovida por 
CXCL13 en membranas ce-
lulares de HEK293T CXCR5/
HA-EBI2 y “viceversa”. A) 
Unión de [35S]-GTPgS promovi-
da por CXCL13 (1pM-1mM) en 
membranas de células HEK293T 
CXCR5 o CXCR5/HA-EBI2. B) 
Unión de [35S]-GTPgS promovida 
por 7α,25-OHC (1pM-1mM) en 
membranas de células HEK293T 
HA-EBI2 o CXCR5/HA-EBI2. 
La unión no específica fue deter-
minada analizando la unión de 
[35S]-GTPgS  en presencia de 10 
µM de GTPgS no marcado. Me-




1.5.-EBI2 disminuye la activación de la pro-
teína G en respuesta a CXCL13
 Decidimos entonces evaluar si el cam-
bio conformacional que detectamos en CXCR5 
al coexpresar EBI2 afectaba a la capacidad de 
CXCL13 para activar la proteína G. Para ello 
realizamos ensayos de activación de proteína G 
utilizando marcaje de 35S en el fosfato gamma 
del GTP, lo que nos permite valorar la cantidad 
de GTP radiactivo que se une a Gαi.
 Membranas de células HEK293T co-
transfectadas transitoriamente con CXCR5, 
HA-EBI2 y CXCR5/HA-EBI2 fueron activa-
das con diferentes concentraciones de CXCL13 
o de 7α,25-OHC, y la unión de 35S-gGTP eva-
luada. La respuesta a CXCL13 en células que 
coexpresan CXCR5/HA-EBI2 aumentó la 
EC50 de 26,45 ± 8,5 nM (HEK293T CXCR5) a 
48,5 ± 4,5 nM (HEK293T CXCR5/HA-EBI2), 
mientras que redujo significativamente la 
máxima unión (Emax) (Figura 32A). Observa-
mos el mismo efecto cuando estimulamos las 
células, que coexpresan los dos receptores con 
7α,25-OHC, es decir, las células que coexpre-
san CXCR5/HA-EBI2 en respuesta a sus ligan-
dos promueven una menor activación de la pro-
teína G (Figura 32B).
1.6.-EBI2 modula la afinidad de CXCL13 
por CXCR5
Los efectos de la reducción en la fun-
ción vía CXCR5 y en la activación de la proteí-
na G observados al coexpresar EBI2, son com-
patibles con que el cambio conformacional del 
CXCR5 afectase a la unión de su ligando. Para 
valorar la afinidad de la quimioquina a su re-
ceptor, y dado que el marcaje de las quimioqui-
nas modifica su capacidad de unión al receptor 
y que la solubilización del receptor altera su 
estructura, utilizamos un método recientemen-
te descrito  basado en la incorporación del re-
ceptor en partículas lentivirales y su posterior 
depósito en un biosensor (Vega et al, 2011). 
Para la generación de las partículas 
lentivirales transfectamos previamente las 
células HEK293T con CXCR5, HA-EBI2 o 
CXCR5/HA-EBI2. Posteriormente esas mis-
mas células son cotransfectadas con los plás-
midos que generarán las partículas lentivirales 
(pLVTHM/GFP, psPAX2 y pCMV-VSVG, que 
contienen proteínas de la envuelta y proteínas 
de la cápside). Al salir, las partículas virales de 
la célula huésped se llevan parte de la mem-
brana celular, así como las proteínas embebidas 
en ella, incluidos los receptores previamente 
coexpresados.
Una vez generadas las partículas lenti-
virales, y tituladas, procedimos a caracterizar 
los niveles de CXCR5 de las mismas. Dado el 
pequeño tamaño que poseen las partículas len-
tivirales, ya que escapan de la detección por ci-
tometría de flujo, por lo que fueron acopladas 
a bolas de látex que les confiere un tamaño y 
complejidad suficiente para poder ser analiza-
das. En estas condiciones, valoramos los ni-
veles de CXCR5 en las diferentes partículas 
lentivirales generadas utilizando anticuerpos 
específicos y citometría de flujo, y observamos 
los mismos niveles de CXCR5 en las partícu-
las CXCR5 y CXCR5/HA-EBI2 (Figura 33A). 
Como control negativo utilizamos las partícu-
las lentivirales que solo llevaban HA-EBI2 
Figura 33: Caracterización de las partículas lentivirales generadas. A) Los niveles de expresión de CXCR5 
fueron analizados por citometría de flujo en  partículas lentivirales (LVP), LVPCXCR5, LVPHA-EBI2 y LVPCX-
CR5/HA-EBI2, unidas a bolas de latex (4 µm). B) La expresión de HA-EBI2 fue analizada por western blot en 









































(Figura 33A). Dada la carencia de anticuerpos 
anti-EBI2 para citometría de flujo, la presen-
cia de HA-EBI2 fue detectada por western blot 
con anti HA, utilizando la GFP como control de 
carga (Figura 33B).
Inmovilizamos las partículas lentivira-
les obtenidas en la superficie de los canales del 
chip (CM5) del biosensor e inyectamos solu-
ciones de CXCL13 (de 100 a 400 nM), por los 
canales del chip. Se empieza a unir el ligando 
y observamos una fase de asociación (aumento 
señal) que llegará a saturación (señal estable, 
440 RU para 400 nM y 25 RU para 100 nM). En 
ese momento, alcanzado el equilibrio de aso-
ciación/disociación paramos de pasar ligando 
y empezamos a pasar PBS por los canales del 
chip, por lo que empieza a disociarse el ligando 
y observamos la fase de disociación (disminu-
ción de la señal) (Figura 34A).  A partir de los 
datos obtenidos de la fase de asociación y de la 
fase de disociación, calculamos ajustando las 
Figura 34: La coexpresión de HA-EBI2 modula la afinidad de CXCL13 por CXCR5. A) Sensorgramas de la 
unión de CXCL13 (100-400 nM) a partículas lentivirales LVPCXCR5 (panel de la izquierda) o LVPCXCR5/HA-
EBI2 (panel de la derecha), inmovilizadas en la superficie del chip. Las alícuotas de las distintas concentraciones 
de CXCL13 (100-400 nM) fueron inyectadas secuencialmente, y la unión se monitorizo en el sensorgrama como 
el aumento de RU. Se restaron los canales de referencia a la unión de CXCL13 obtenida para las partículas LVP-
CXCR5 y LVPCXCR5/HA-EBI2. Panel inferior: Tabla de las constantes de asociación (Kon), disociación (Koff) y 
afinidad (KD) obtenidas para la unión de CXCL13 a las partículas LVPCXCR5 y LVCPXCR5/HA-EBI2. B) Kon, 
Koff y KD fueron alteradas significativamente en las partículas LVPCXCR5/HA-EBI2 en comparación con las 
partículas LVPCXCR5. Media ± SEM de 3 experimentos (* p < 0,05; *** p < 0,001).
curvas a un modelo de unión tipo Langmuir 
(1:1), mediante el programa Biaevaluation 4.1 
de Biacore, la constante de asociación (Kon) y 
disociación (Koff) respectivamente. Finalmente 
a partir de estos datos calculamos la constante 
de afinidad (KD). Observamos que las partícu-
las lentivirales que poseen ambos receptores 
(CXCR5/HA-EBI2) presentan una constante 
de asociación menor y una constante de diso-
ciación mayor que las que sólo poseen CXCR5 
(Figura 34B), lo que se traduce en una menor 
afinidad de CXCL13 por CXCR5 cuando EBI2 
se coexpresa (Figura 34B). Utilizamos como 
control las partículas lentivirales que solo lle-
van HA-EBI2, y en estas partículas no obser-
vamos unión específica de CXCL13. 
Por tanto estos datos demuestran que 
la presencia de EBI2 disminuye la afinidad de 
CXCL13 por CXCR5, lo que justifica los efec-
tos observados anteriormente.
LVPCXCR5























7.7 x 104 ± 0.6 x 104 Ms-1
4.6 x 104 ± 0.6 x 104 Ms-1 
Ko
3.5 x 10-3 ± 0.1 x 10-3 s-1 
6.1 x 10-3 ± 0.2 x 10-3 s-1
KD
5.05 x 10-8 ± 0.47 x 10-7 M 














































2.-Estudio de la relevancia fun-
cional de la expresión de CCR5 
en células CD4+/CXCR4+ sobre la 
infección por cepas X4 del VIH-1
2.1.-CD4, CXCR4 y CCR5 forman hetero-
complejos en la superficie celular
Como ya se ha descrito, el VIH-1 utili-
za CD4 y dos co-receptores principales, CCR5 
y CXCR4. Se ha descrito la interacción entre 
CXCR4 y CCR5 (Sohy et al, 2009) y además, 
se conoce que la gp120 promueve la asociación 
de CD4 con CXCR4 o con CCR5 (Barrero-
Villar et al, 2009; Basmaciogullari et al, 2006; 
Lapham et al, 1999). Estudiamos mediante téc-
nicas de transferencia de energía las posibles 
interacciones entre CD4, CXCR4 y CCR5, y si 
estas interacciones podrán ser moduladas por 
los niveles de expresión de cada una de las pro-
teínas.
 2.1.1-CD4 interacciona con CXCR4 y 
con CCR5
En primer lugar fusionamos en el ex-
tremo C-terminal de cada receptor: CD4 a 
la luciferasa (CD4-Rluc), CXCR4 a CFP 
(CXCR4-CFP) y CCR5 a YFP (CCR5-YFP), y 
comprobamos que estas proteínas (quiméricas 
o de fusión) mantenían su funcionalidad (Figu-
ra 35A,B).
Además comprobamos que los nive-
les de los receptores en células transfectadas 
eran similares a los encontrados en linfocitos 
T CD4+ humanos (Tabla 7), indicando que los 
niveles de expresión en estas células son simi-
lares a los fisiológicos.
Para la realización de los ensayos de 
BRET transfectamos  concentraciones constan-
tes de la proteína CD4-Rluc (dadora), y concen-
traciones crecientes de las proteínas aceptoras 
CXCR4-CFP (BRET2) o CCR5-YFP (BRET1). 
Como control negativo utilizamos el 5-HT2B 
fusionado a luciferasa (Rluc) y CXCR4-CFP 
(BRET2) o CCR5-YFP (BRET1). Tanto en 
CD4-Rluc/CXCR4-CFP como en CD4-Rluc/
CCR5-YFP detectamos curvas de BRET po-
sitivas, indicando que estos receptores inte-
raccionan. Como control de especificidad no 
se detectó BRET positivo al usar 5-HT2B-Rluc 
con CXCR4-CFP o con CCR5-YFP (Figura 
36A,B). 
Estos datos confirman la existencia de 
los complejos CD4/CXCR4 y CD4/CCR5 en 
ausencia de ligandos (Basmaciogullari et al, 
2006; Lapham et al, 1999).
 2.1.2- CXCR4 y CCR5 forman hete-
rodímeros
A pesar de estar descrito en la biblio-
grafía que CXCR4 y CCR5 forman complejos 
heterodiméricos, confirmamos estos datos me-
diante las curvas de saturación de FRET. Ob-
servamos que efectivamente existe interacción 
entre ambos receptores, y que además es es-
pecífica, ya que la interacción con otro GPCR 
clase A (mGluR1α) fue negativa (Figura 37). 
Utilizando la técnica del quemado del aceptor, 
identificamos que estos complejos heterodimé-
ricos se localizan principalmente en la mem-
brana celular (Figura 38).
Otra técnica alternativa que nos permi-
tió corroborar estos resultados es la de Fluo-
rescencia bimolecular de complementación 
(BiFC) (Kerppola, 2006). Esta técnica nos 
permite detectar fluorescencia a partir de dos 
fragmentos no fluorescentes de la proteína YFP 
(en nuestro caso), si existe interacción entre 
ambos. Fusionamos cada mitad de la proteína 
YFP (nYFP, cYFP) a un receptor, pudiendo de-
terminar la existencia de complejos diméricos 
por la detección de fluorescencia.
Tabla 7: Expresión de CD4
Tipo celular
Células transfectadas
Células T CD4+ humanas
13.828 ± 3.686
252.151 ± 3.315









Figura 35: CD4, CCR5 y CXCR4 mantienen su funcionalidad fusionados a la luciferasa o a la proteína 
fluorescente CFP. A) Análisis por citometría de flujo de la expresión en membrana de CD4 en células HEK293T 
transfectadas transitoriamente con CD4-Rluc. B) Ensayos de movilización de Ca2+ en células HEK293T trans-
fectadas transitoriamente con CD4-Rluc, CCR5-CFP o CXCR4-CFP, y estimuladas con sus ligandos espcíficos, 
anti-CD4 (OKT4, 50 nM), CCL5 (50 nM) y CXCL12 (50 nM) respectivamente. Experimento representativo de 
tres realizados.
Figura 36: CD4 forma heterodímeros con CXCR4 y CCR5. A, B) Curvas de BRET fueron realizadas utilizando 
HEK293T transfectadas transitoriamente con CD4-Rluc (~50.000 UL) y A) CXCR4-CFP (~ 3.000-5.000 UF) o 
B) CCR5-YFP (~4.000-30.000 UF). Como control negativo, se utilizó el 5-HT2B-Rluc (0,5 mg; ~50.000 UL). En la 
tabla los valores de BRETmax y BRET50, representan la media ± SEM de al menos 6 experimentos, analizando los 
datos obtenidos con una ecuación de regresión no linear aplicada a un modelo de un sitio de unión (UL: Unidades 
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Figura 37: CXCR4 y CCR5 forman 
homo- y heterodímeros. A, B) Para 
los homodímeros, las curvas de sa-
turación de FRET fueron generadas 
en células HEK293T que expresaban 
cantidades constantes de CXCR4-
CFP (2 mg; ~375.000 UF) o CCR5-
CFP (2 mg; ~200.000 UF) y cantidades 
crecientes de CXCR4-YFP (~100.000 
- 1.600.000 UF) o CCR5-YFP 
(~100.000 - 1.000.000 UF) o mGlu-
R1α-YFP (~150.000 - 1.100.000 UF). 
C, D) Para los heterodímeros, las  cé-
lulas HEK293T expresaban cantida-
des constantes de CCR5-CFP (2 mg; 
~220.000 UF) o CXCR4-CFP (2 mg; 
~280.000 UF) y cantidades crecien-
tes de CXCR4-YFP (~100.000 - 
1.100.000 UF) o CCR5-YFP (~70.000 
- 900.000 UF). En la tabla los valores 
de FRETmax y FRET50, representan la 
media ± SEM de al menos 5 experi-
mentos, analizando los datos obte-
nidos con una ecuación de regresión 
no linear aplicada a un modelo de un 
sitio de unión (UF: Unidades de fluo-
rescencia, ND: No determinado).
Para realizar estos experimentos, en 
primer lugar fusionamos la parte C-terminal 
de la YFP (cYFP) al extremo C-terminal de 
CXCR4 (CXCR4-cYFP), mientras que la parte 
N-terminal de la YFP (nYFP) la fusionamos al 
extremo C-terminal de CCR5 (CCR5-nYFP). 
Como demuestra su comportamiento en ensa-
yos de movilización de calcio, las proteínas de 
fusión son perfectamente funcionales (Figu-
ra 39). Transfectamos células HEK293T con 
CXCR4-cYFP y con CCR5-nYFP, y observa-
mos fluorescencia de YFP indicando la inte-
racción específica entre estos dos receptores. 
Como control, no observamos señal en células 
transfectadas con: cYFP/nYFP, CXCR4-cYFP/
nYFP o cYFP/CCR5-nYFP (Figura 40).
Estos datos confirman la heterodimeri-
zación de CXCR4/CCR5 en ausencia de ligan-
dos. 
 2.1.3- CD4, CXCR4 y CCR5 forman 
heterotrímeros 
Visto que CD4 forma heterodímeros 
con CXCR4 y CCR5, y también que CXCR4 y 
CCR5 forman homo- y heterodímeros, decidi-
mos evaluar si CD4, CXCR4 y CCR5 pueden 
formar heterotrímeros cuando se coexpresan.
Para ello utilizamos la técnica de 
BRET-BiFC. Cotransfectamos las células HE-
K293T con cantidades constantes de la proteína 
fusionada a la molécula dadora (CD4-Rluc) y 
cantidades crecientes de las proteínas fusiona-
das a los 2 fragmentos de la proteína aceptora 
(CXCR4-cYFP y CCR5-nYFP respectivamen-
te) en un ratio 1:1. La adición del sustrato para 
luciferasa (Coelenterazina H) excitó la emisión 
de la YFP y ésta fue detectada ya que las dos mi-
tades de la YFP estaban interaccionando como 














































































CXCR4-CFP/CXCR4-CFP 0,7418 ± 0,0081 0,5245 ± 0,0177
CCR5-CFP/CCR5-CFP 0,5100 ± 0,0260 0,6693 ± 0,0792
FRET50
CXCR4-CFP/mGluR1α-YFP ND ND
CCR5-CFP/CXCR4-YFP 0,8229 ± 0,0489 2,9040 ± 0,3425
Dímeros
CCR5-CFP/mGluR1α-YFP ND ND








Figura 38: CXCR4 y CCR5 forman homo- y heterodímeros en la superficie celular. Imágenes representativas 
de CFP e YFP antes (CFP-Pre, YFP-Pre) y después (CFP-Post, YFP-Post) del quemado del aceptor, y aumento de 
las áreas quemadas (recuadrada con línea blanca), donde valoramos la eficiencia de FRET utilizando una escala de 
falsos colores. Cálculo de la media ± SEM del FRET de al menos 20 imágenes. Las áreas utilizadas para el análisis 
tienen un ratio YFP/CFP similar al ratio obtenido cuando se llega a la fase de saturación en las curvas de FRET 
(Figura 37); ratios YFP/CFP (~2/1 para homodímeros CXCR4/CXCR4 y heterodímeros CXCR4/CCR5 y CCR5/
CXCR4, y ~1/1 para los homodímeros CCR5/CCR5). Como control negativo utilizamos CXCR4-CFP/mGluR1α-
YFP, CCR5-CFP/mGluR1α-YFP.
Como control de especificidad no detectamos 
fluorescencia de YFP en células transfectadas 
con: 5-HT2B-Rluc/ CXCR4-cYFP/CCR5-nYFP 
(Figura 41A). 
 Para confirmar estos datos utiliza-
mos una técnica de BRET2/FRET secuencial 
(SRET2) (Carriba et al, 2008). Para ello co-
transfectamos las células con cantidades cons-



























































































































































































































da al extremo C-terminal de CD4 (CD4-Rluc), 
y de la proteína aceptora del BRET y dadora 
del FRET fusionada al extremo C-terminal 
de CXCR4 (CXCR4-CFP) y cantidades cre-
cientes de la proteína aceptora del FRET 
fusionada al extremo C-terminal de CCR5 
(CCR5-YFP). Detectamos curvas hiperbólicas 
de FRET al añadir el sustrato de BRET2 (Deep-
BlueC). Como control utilizamos 5-HT2B-Rluc/
CXCR4-CFP/CCR5-YFP, observando una 
eficiencia de FRET “residual” (Figura 41B). 
Todos estos datos confirman la existencia de 
complejos heterotriméricos de CD4/CXCR4/
CCR5 en ausencia de ligando.
2.2.-La expresión de CCR5 altera las 
comformaciones de los complejos homodi-
méricos CXCR4/CXCR4 y de los comple-
jos heterodiméricos CD4/CXCR4
El siguiente paso fue determinar si la 
expresión de CCR5 alteraba las conformacio-
nes de los homodímeros CXCR4/CXCR4 y 
de los heterodímeros CD4/CXCR4.
Figura 39: CCR5 y CXCR4 mantienen su funcionalidad fusionados a la proteína fluorescente YFP partida 
(nYFP y cYFP). Ensayos de movilización de Ca2+ en células HEK293T transfectadas transitoriamente con CCR5-
nYFP o CXCR4-cYFP, y estimuladas con sus ligandos espcíficos, CCL5 (50 nM) y CXCL12 (50 nM) respectiva-
mente. Experimento representativo de tres realizados.
Figura 40: CXCR4 y CCR5 forman complejos heterodiméricos en la superficie celular. Interacción molecu-
lar entre CXCR4 y CCR5 detectada por BiFC. A) Células HEK293T fueron transfectadas transitoriamente con 
cantidades iguales de CXCR4-cYFP y CCR5-nYFP o con cYFP (pcDNA-cYFP) o nYFP (pcDNA-nYFP). La fluo-
rescenciase determinó a 530 nm. Medias ± SEM de 8 experimentos. B) Imágenes confocales de células HEK293T 
transfectadas transitoriamente (48 horas después de transfectar) (DIC: Diferencial de contraste de interferencia, del 





























































 2.2.1-CCR5 altera la conforma-
ción del complejo homodimérico CXCR4/
CXCR4
Transfectamos células HEK293T con 
CCR5 o con el vector vacío, y 24 horas des-
pués cotransfectamos con cantidades constan-
tes de CXCR4-CFP y cantidades crecientes de 
CXCR4-YFP). Comprobamos por citometría 
de flujo la expresión de CCR5, y además ve-
rificamos que su expresión no modificaba las 
unidades de fluorescencia de CXCR4-CFP y 
CXCR4-YFP (Figura 42A). CCR5 afectó a la 
eficiencia de FRET de los complejos CXCR4/
CXCR4, concretamente alteró el valor de 
FRET50 (Figura 42B), indicando cambios en la 
afinidad aparente del par evaluado. Este cambio 
en la afinidad se traduce en un cambio confor-
macional en el homodímero CXCR4/CXCR4.
 2.2.2-CCR5 altera la conformación 
del complejo heterodimérico CD4/CXCR4
A continuación analizamos el efec-
to que la coexpresión de CCR5 tiene sobre el 
complejo CD4/CXCR4. Células HEK293T se 
transfectaron con CCR5 o con el vector vacío, 
y 24 horas después con cantidades constantes 
de la proteína dadora CD4-Rluc, y cantidades 
crecientes de la proteína aceptora CXCR4-YFP. 
Comprobamos por citometría de flujo la expre-
sión de CCR5 a los distintos ratios de la cur-
va (Figura 43A), y también que la expresión 
de CCR5 no afecta a la luminiscencia emitida 
por CD4-Rluc ni a la fluorescencia emitida por 
CXCR4-YFP. Los experimentos de BRET de-
mostraron que la expresión de CCR5 afecta 
significativamente a la curva de BRET de CD4/
CXCR4, tanto en el valor de BRETmax como en 
el de BRET50 (Figura 43B).
Figura 41: CD4, CXCR4 y CCR5 forman heterotrímeros. A) La hetero-oligomerización de CD4/CXCR4/CCR5 
fue detectada por BRET-BiFC. Las curvas de saturación de BRET se obtuvieron utilizando células HEK293T co-
transfectadas con cantidades constantes de CD4-Rluc (0,25 mg; ~ 75.000 UL) y cantidades crecientes de CXCR4-
cYFP y CCR5-nYFP (0,2-3 mg; ~14.000 UF). Como control negativo se utilizaron células cotransfectadas con 
5-HT2B-Rluc (0,5 mg; ~100.000 UL). Los valores de BRETmax y BRET50, representan la media ± SEM de 8 experi-
mentos, analizando los datos obtenidos con una ecuación de regresión no linear aplicada a un modelo de un sitio de 
unión. B) La hetero-oligomerización de CD4/CXCR4/CCR5 fue confirmada mediante SRET. Células HEK293T 
fueron cotransfectadas con cantidades constantes de CD4-Rluc (~ 50.000 UL), CXCR4-CFP (1 mg; ~20.000 UF) 
y cantidades crecientes de CCR5-YFP (0,2-1,5 mg; ~60.000 UF). Como control negativo se utilizaron células 
cotransfectadas con 5-HT2B-Rluc (0,5 mg; ~60.000 UL), CXCR4-CFP (1 mg; ~20.000 UF) y cantidades crecientes 
de CCR5-YFP (0,2-1,5 mg; ~50.000 UF). Los valores de SRETmax y SRET50, representan la media ± SEM de 8 
experimentos, analizando los datos obtenidos con una ecuación de regresión no linear aplicada a un modelo de un 








































CD4-Rluc/CXCR4-CFP/CCR5-YFP 197,1 ± 23,19 18,53 ± 7,74
5-HT2B-Rluc/CXCR4-CFP/CCR5-YFP ND ND
SRET50DímerosBRETmax





Figura 42: La expresión de CCR5 modula los complejos homodiméricos de CXCR4. A) Expresión de CCR5 
en la membrana de células HEK293T transfectadas transitoriamente con pcDNA3.1 (control) o pcDNA3.1CCR5 
(CCR5) + CXCR4-CFP/CXCR4-YFP a ratio ~2. La expresión de CCR5 mostrada se mantiene a los diferen-
tes ratios de CXCR4-CFP/CXCR4-YFP. B) Células HEK293T transfectadas transitoriamente con pcDNA3.1 o 
pcDNA3.1CCR5, se cotransfectaron 24 horas después con cantidades constantes de CXCR4-CFP y cantidades 
crecientes de CXCR4-YFP. Se muestra un experimento representativo de 6 realizados. En las células que coexpre-
san CXCR4-CFP/CXCR4-YFP + CCR5 los valores de FRET50 aumentaron significativamente en los 6 experimen-
tos en relación a las células que coexpresan CXCR4-CFP/CXCR4-YFP + pcDNA 3.1. Se representaron los valores 
de FRETmax y FRET50 como la media  ± SEM.
Figura 43: La expresión de CCR5 modula los complejos heterodiméricos CD4/CXCR4. A) Expresión de CCR5 
en la membrana de células HEK293T transfectadas transitoriamente con pcDNA3.1 (control) o pcDNA3.1CCR5 
(CCR5) + CD4-Rluc/CXCR4-YFP. La expresión de CCR5 mostrada se mantiene a los diferentes ratios de CD4-
Rluc/CXCR4-YFP. B) Células HEK293T transfectadas transitoriamente con pcDNA3.1 o pcDNA3.1CCR5, se 
cotransfectaron 24 horas después con cantidades constantes de CD4-Rluc y cantidades crecientes de CXCR4-YFP. 
Se muestra un experimento representativo de 5 realizados. En las células que coexpresan CD4-Rluc/CXCR4-YFP 
+ CCR5 los valores de BRET50 y BRETmax aumentaron significativamente en los 5 experimentos en relación a las 
células que coexpresan CD4-Rluc/CXCR4-YFP + pcDNA 3.1. Se representaron los valores de BRETmax y BRET50 






































































































































Estos datos indican que la coexpresión 
de CCR5 altera la conformación de los comple-
jos heterodiméricos CD4/CXCR4.
2.3.-CCR5 modula la entrada de virus VIH-1 
X4 en células que coexpresan CD4/CXCR4
Las cepas X4 del VIH-1 utilizan CD4 
y CXCR4 como co-receptor para infectar a 
las células. Ya que CCR5, por la formación 
de complejos heterotriméricos CD4/CXCR4/
CCR5, está modulando la conformación de los 
receptores CD4 y CXCR4, quisimos estudiar si 
la coexpresión de CCR5 podrá estar afectando 
a la entrada de cepas X4 de VIH-1. Para ello, 
utilizamos células HEK293T infectadas con 
virus Vaccinia promoviendo la expresión de la 
proteína gp120IIIB (células efectoras), y células 
HEK293 CD4 que expresan endógenamente 
CXCR4, transfectadas transitoriamente con 
concentraciones crecientes de CCR5 o con el 
vector vacío (células húesped). 
Comprobamos medciante citometría de 
flujo que la expresión de CCR5 no alteraba los 
niveles de expresión de CD4 y CXCR4 (Figu-
ra 44A,B).
Observamos que la co-expresión de 
CCR5 redujo significativamente la fusión celu-
lar (Figura 44A).
Para confirmar que este efecto era espe-
cífico de la expresión de CCR5 en la membrana 
plasmática, decidimos comprobar la fusión ce-
lular tras la internalización de CCR5. Para ello 
comprobamos previamente que el estímulo con 
CCL5 (100 nM) provocó una rápida internaliza-
ción de CCR5 sin afectar a los niveles de CD4 ni 
de CXCR4 de la superfice celular (42% ± 3,2% 
en 30 min) (Figura 45B). Realizamos entonces 
en esas condiciones los ensayos de fusión celu-
lar, observando que la inhibición inicial dismi-
nuía, recuperándose por tanto la fusión a medi-
da que CCR5 era internalizado (Figura 45A).
Estos datos indican que dependiendo de 
los niveles de expresión de CCR5, y como con-
secuencia de la formación de complejos CD4/
CXCR5/CCR5, se produce una disminución de 
la fusión de las cepas X4 del VIH-1.
Figura 44: Análisis de los niveles de expresión de CCR5, CD4 y CXCR4 en células transfectantes HEK293T. 
A) Análisis por citometría de flujo de los niveles de CCR5 en la membrana plasmática de células HEK293CD4 
transfectadas con diferentes cantidades de CCR5. Como control utilizamos las mismas células transfectadas con 
el vector vacío (pcDNA3.1). B) Análisis por citometría de flujo de los niveles de CD4 y CXCR4 en células HE-
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2.4.-CCR5 reduce la infección por cepas X4 
del VIH-1
Para comprobar si el bloqueo de fusión 
observado en experimentos “in vitro” sucedía 
también con cepas primarias de VIH-1, nu-
cleofectamos células Jurkat CD4 o células T 
CD4+ humanas con CCR5 o el vector vacío, y 
tras analizar por citometría de flujo los nive-
les de los receptores después de la transfección 
(Figura 46A,B), infectamos las células con la 
cepa VIH-1NL4-3. Después de 48 horas deter-
minamos por ELISA los niveles de p24 en el 
sobrenadante como medida de infección viral 
(Figura 46C,D). 
Los resultados indicaron que la coex-
presión de CCR5 también reduce la infección 
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Figura 45: La coexpresión de CCR5 reduce la entrada de cepas X4 del VIH-1 en células CD4/CXCR4. A) 
Fusión celular entre células efectoras (HEK293T EnvIIIB) y células diana (HEK293CD4) transfectadas con diferen-
tes cantidades de CCR5 (Figura 44). B) Las células HEK293CD4 transfectadas transitoriamente con CCR5 fueron 
estimuladas con CCL5 (100 nM) y medidos los niveles de CD4, CXCR4 y CCR5 en la membrana plasmática. A) 
Las células diana fueron estimuladas con CCL5 en condiciones de máxima internalización (100 nM, 30 min) antes 
de la fusión celular. Los datos se representaron como el ratio relativo de la fusión inducida por Env tomando como 




























































































Figura 46: La expresión de CCR5 reduce la in-
fección del VIH-1 en células Jurkat y células 
T CD4+. A, B) Análisis por citometría de flujo de 
los niveles de CCR5 en la membrana plasmática 
de A) Jurkat o B) células T CD4+. C) La expresión 
de CCR5 (como en A) reduce significativamente 
la infección del VIH-1 en células Jurkat. Media 
± SEM de 4 experimentos (cuadruplicado) (* p < 
0,05). D) La infección viral de células T CD4+ nu-
cleofectadas con CCR5  (como en B) fue reducida 
significativamente en comparación a las células 
control (células T CD4+ nucleofectadas con pcD-
NA3.1). Media ± SEM de 5 experimentos (cua-








2.5.-La expresión de CCR5 modifica el cam-
bio conformacional promovido por gp120IIIB 
sobre los complejos CD4/CXCR4
Pasamos entonces a estudiar el meca-
nismo por el cual la expresión de CCR5 afecta 
a la infección por cepas X4 de VIH-1.
En primer lugar estudiamos, con en-
sayos de BRET1, el cambio conformacional 
promovido por gp120IIIB sobre los complejos 
CD4/CXCR4 y como la expresión de CCR5 
lo modula. Células HEK293T se transfecta-
ron con CCR5 o con el vector vacío, y 24 ho-
ras después se cotransfectaron con cantidades 
constantes de CD4-Rluc y cantidades crecien-
tes de CXCR4-YFP. Determinamos entonces 
la eficiencia de BRET antes y después de es-
timular con gp120IIIB. Analizamos las curvas 
de BRET obtenidas para CD4/CXCR4 y CD4/
CXCR4 + CCR5 en ausencia y en presencia de 
la gp120IIIB, y observamos que gp120IIIB modu-
laba la eficiencia de BRET de los complejos 
CD4/CXCR4, pero no promovía ningún efecto 
sobre los complejos CD4/CXCR4/CCR5 (Fi-
gura 47). Esto sugiere que la coexpresión de 
CCR5 bloquea el cambio conformacional pro-
movido por gp120IIIB sobre los complejos CD4/
CXCR4.
2.6.-La expresión de CCR5 bloquea la po-
limerización de actina promovida por 
gp120IIIB 
La unión de la gp120 promueve una rá-
pida y transitoria polimerización de actina de 
forma similar a como lo hace CXCL12 al unir-
se a CXCR4 (Balabanian et al, 2004; Vorster et 
al, 2011; Yoder et al, 2008).
Estudiamos el efecto de la gp120IIIB 
sobre la polimerización de actina en célu-
las HEK293 que coexpresan CD4/CXCR4 o 
CD4/CXCR4/CCR5, estudiando por citome-
tría de flujo la tinción con Faloidina-FITC. La 
gp120IIIB promueve una rápida (5-15 minutos) 
polimerización de la actina en las células que 
coexpresan CD4/CXCR4, pero no en aquellas 
células que coexpresan CD4/CXCR4/CCR5 
(Figura 48A,B).  Realizamos un estudio si-
milar mediante microscopía confocal utilizan-
do Faloidina-Alexa488 sobre células HEK293 
CD4/CXCR4 transfectadas transitoriamente 
con CCR5-RFPm y estimuladas con gp120IIIB, 
y observamos en las células CD4/CXCR4, que 
la gp120IIIB promueve la polimerización y reor-
ganización de la F-actina, pero no en las células 
CD4/CXCR4/CCR5 (Figura 48C,D). Como 
control, la estimulación con CXCL12 promo-
vió polimerización de la F-actina tanto en las 
células CD4/CXCR4 como en células CD4/
CXCR4/CCR5 (Figura 49A,B,C).
Figura 47: La expresión de CCR5 modifica el cambio conformacional promovido por la gp120IIIB sobre los 
complejos CD4/CXCR4. A, B) Células HEK293T fueron transfectadas transitoriamente con A) pcDNA3.1 (con-
trol) o B) pcDNA3.1CCR5 (CCR5). A las 24 horas se cotransfectaron con cantidades constantes de CD4-Rluc y 
cantidades crecientes de CXCR4-YFP. Estas células fueron estimuladas con gp120IIIB (5 nM, 5 min, 37 °C). Los 
datos obtenidos fueron analizados con una ecuación de regresión no linear aplicada a un modelo de un sitio de 











































































Figura 48: La expresión de CCR5 bloquea la polimerización de actina promovida por la gp120IIIB en célu-
las HEK293CD4. A) Células HEK293CD4 transfectadas transitoriamente con pcDNA3.1 (control, panel de la 
izquierda) o pcDNA3.1CCR5 (CCR5, panel de la derecha) fueron tratadas con gp120IIIB (10 nM), fijadas, per-
meabilizadas, teñidas con Faloidina-FITC y valoradas por citometría de flujo. B) Cuantificación de la polimeri-
zación de actina en A). Media ± SEM de cinco experimentos (* p < 0,05). C, D) Microscopía confocal de células 
HEK293CD4 teñidas con Faloidina-Alexa488 (verde) y transfectadas D) con CCR5-RFPm. Las células fueron 
tratadas con gp120IIIB (10 nM) a los tiempos indicados. Los recuadros blancos indican la zona de aumento (~20 
µm). Imágenes representativas de al menos 20.
Figura 49: La expresión de CCR5 no afecta a la polimerización de actina promovida por CXCL12 en cé-
lulas HEK293CD4. A) Células HEK293CD4 transfectadas transitoriamente con pcDNA3.1 (control, panel de la 
izquierda) o pcDNA3.1CCR5 (CCR5, panel de la 
derecha) fueron tratadas con CXCL12 (50 nM), fi-
jadas, permeabilizadas, teñidas con Faloidina-FITC 
y valoradas por citometría de flujo. Experimento 
representativo de cinco realizados. B, C) Micros-
copía confocal de células HEK293CD4 teñidas 
con Faloidina-Alexa488 (verde) y transfectadas C) 
con CCR5-RFPm. Las células fueron tratadas con 
CXCL12 (50 nM) a los tiempos indicados. Los re-
cuadros blancos indican la zona de aumento (~20 
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Estudiamos a continuación si el efecto 
ocurría en células primarias. Células T CD4+ 
humanas fueron activadas con PHA e IL2 para 
aumentar los niveles de expresión de CCR5. 
En estas condiciones observamos que los ni-
veles de CXCR4 eran menores, por lo que no 
pudimos usar esta estrategia. Nucleofectamos 
entonces células T CD4+ humanas con CCR5 
o con el vector vacío y comprobamos por cito-
metría de flujo los niveles tanto de CD4 como 
de CXCR4 y de CCR5 (Figura 50A). Al igual 
que sucedía con las HEK293, observamos que 
gp120IIIB provocaba una rápida polimeriza-
ción de la actina (0,5-1 minuto) en las células 
T CD4+ pero no en las células T CD4+ CCR5+ 
(Figura 50B). Como control observamos tanto 
en células T CD4+ como en T CD4+ CCR5+ que 
la polimerización de la actina promovida por 
CXCL12 era similar (Figura 50C).
Estos datos confirman que los efectos 
promovidos por la gp120IIIB en la célula están 
bloqueados por la coexpresión de CCR5.
Otro de los efectos de la estimulación 
con gp120IIIB sobre los linfocitos T es que 
cambian su morfología, pierden su esferici-
dad adquiriendo un fenotipo mas polarizado. 
Células T CD4+ fueron electroporadas con 
CCR5 (pcDNA-CCR5) o con el vector vacío 
(pcDNA). Después de 24 horas fueron estimu-
ladas con gp120IIIB, marcadas con Faloidina 
Alexa-488 y analizadas por microscopía confo-
cal. En ausencia del estímulo, tanto las células 
T CD4+ como las T CD4+ CCR5+ presentaban 
un fenotipo redondeado con una fina tinción de 
la F-actina (Figura 51A). Al estimularlas con la 
gp120IIIB observamos cambios en la esfericidad 
celular, puestos de manifiesto por la tinción con 
Faloidina. Sin embargo, el efecto no ocurrió en 
células T CD4+ CCR5+ (Figura 51A). Cuantifi-
camos la esfericidad de las células con el pro-
grama Imaris, observando que la coexpresión 
de CCR5 bloqueó el cambio de morfología de 
las células estimuladas con la gp120IIIB (Figu-
ra 51B). Como control realizamos el mismo 
análisis, estimulando las células con CXCL12 
y observando la misma respuesta en cuanto al 
cambio de esfericidad en células T CD4+ y en 
células T CD4+ CCR5+ (Figura 52A,B).
Todos estos resultados confirman 
que la expresión de CCR5, tanto en célu-
las HEK293CD4 como en células T CD4+, in-
hibe los efectos promovidos por la gp120IIIB. 
Figura 50: La polimerización de actina pro-
movida por gp120IIIB en células T CD4+ se 
ve bloqueada por la expresión de CCR5. A) 
Análisis por citometría de flujo de los niveles de 
CCR5 en la membrana plasmática de células T 
CD4+ nucleofectadas con pcDNA3.1 (control) 
o pcDNA3.1CCR5 (CCR5). B, C) Células T 
CD4+ control y CCR5 fueron estimuladas con 
B) gp120IIIB (10 nM) o C) CXCL12 (50 nM). Se 
estudió la polimerización de actina, tiñiendo con 
Faloidina-FITC a diferentes tiempos. Para las 
células nucleofectadas con CCR5, se evaluarón 
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Figura 51: La expresión de CCR5 bloquea el cambio 
de la morfología celular promovido por gp120IIIB. A) 
La tinción de F-actina (Faloidina-Alexa488, verde) y 
CCR5 (anti-CCR5Cy3, rojo) fue detectada por micros-
copía confocal en células T CD4+ nucleofectadas con 
pcDNA3.1 (control) o pcDNA3.1CCR5 (CCR5), y tra-
tadas con gp120IIIB (10 nM, 1 min, 37 °C). La línea pun-
teada en las imágenes DIC indíca la morfología celular 
(esfericidad). Se muestra una imagen representativa de 
tres experimentos. La fórmula utilizada para el cálculo 
de la esfericidad de la línea punteada es: (esfericidad 
= [2b2/(b2+c2)]x[1-2a2-(b2+c2)]). B) Análisis cuantitati-
vo del efecto de la estimulación con gp120IIIB sobre la 
esfericidad obtenida en las imágenes de confocal de la 
tinción de actina en A). (*** p < 0,001).
Figura 52: La expresión de CCR5 no afecta al cambio de la morfología celular promovido por CXCL12. A) 
La tinción de F-actina (Faloidina-Alexa488, verde) y CCR5 (anti-CCR5Cy3, rojo) fue detectada por microscopía 
confocal en células T CD4+ nucleofectadas con pcDNA3.1 (control) o pcDNA3.1CCR5 (CCR5), y tratadas con 
CXCL12 (50 nM, 1 min, 37 °C). Se muestra una imagen representativa de tres experimentos. B) Análisis cuanti-
tativo del efecto de la estimulación con CXCL12 sobre la esfericidad obtenida en las imágenes de confocal de la 



































2.7.-La expresión de CCR5 bloquea la fos-
forilación de LIMK1 y cofilina  promovida 
por gp120IIIB
Se ha descrito que la activación de 
LIMK1 y la consequente fosforilación de la 
cofilina juegan un papel clave en la polime-
rización de la actina promovida por la gp120 
(Vorster et al, 2011; Yoder et al, 2008). Por este 
motivo estudiamos a continuación el efecto de 
la coexpresión de CCR5 en la activación de 
LIMK1 y la fosforilación de cofilina promovi-
da por gp120.
En células HEK293 CD4/CXCR4, 
gp120IIIB promueve una rápida fosforilación 
(15 segundos) de la cofilina que se mantuvo du-
rante unos 15 minutos (Figura 53A). Mientras 
que en las células HEK293 que expresan CD4/
CXCR4/CCR5 no se detectó dicha fosforila-
ción de la cofilina (Figura 53A). No obstante, 
sí que se produjo la fosforilación de la cofilina 
en ambos tipos celulares tras la estimulación 
con CXCL12 (Figura 53B).
  Realizamos el mismo estudio en células 
T CD4+ humanas nucleofectadas con CCR5 o 
con el vector vacío. En primer lugar compro-
bamos los niveles de CCR5 en estas células 
(Figura 54A). Cuando estimulamos las células 
T CD4+ con la gp120IIIB se produjo una rápida 
activación de la LIMK1 (30 segundos) seguida 
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mientras que en las células T CD4+ CCR5+ no 
detectamos ni la fosforilación de la cofilina ni 
la activación de LIMK1 (Figura 54B). Como 
control, observamos que la estimulación con 
CXCL12 promueve la activación de LIMK1 
y fosforilación de la cofilina en ambos tipos 
celulares (células T CD4+ y T CD4+ CCR5+) 
(Figura 54C).
 Estos datos confirman que la expresión 
de CCR5 impide la reorganización de la actina 
promovida por la gp120IIIB. Ya que no se acti-
va LIMK1 y por tanto la cofilina se mantiene 
activa, inhibiendo la polimerización de la mis-
ma.
2.8.-La expresión de CCR5 bloquea la unión 
de gp120IIIB en células que coexpresan CD4 
y CXCR4
Un aspecto importante para determinar 
la causa de esta falta de función de gp120IIIB 
cuando la célula expresa CD4/CXCR4/CCR5, 
es determinar la unión del ligando al receptor. 
Para ello empleamos el método anteriormente 
descrito de las partículas lentivirales inmovili-
zadas en un biosensor. En primer lugar gene-
ramos partículas lentivirales que presentan los 
receptores que queremos estudiar en su mem-
brana transfectando las células HEK293T 
(como control negativo ya que expresan 
CXCR4 endógenamente) o HEK293CD4 con 
el vector vacío (pcDNA3.1). Después de 24 
Figura 53: La expresión de CCR5 bloquea la fosforilación de cofilina promovida por gp120IIIB en células HE-
K293CD4. A, B) Células HEK293CD4 transfectadas transitoriamente con pcDNA3.1 (control) o pcDNA3.1CCR5 
(CCR5) fueron estimuladas, los tiempos indicados, con A) gp120IIIB (10 nM) o B) CXCL12 (50 nM). Los lisados 
celulares obtenidos fueron analizados por western blot utilizando anti-pcofilina. Como control de carga se utilizó 




Figura 54: La expresión de CCR5 bloquea la activación de LIMK1 y la fosforilación de cofilina promovidas 
por la gp120IIIB en células T CD4+. A) Niveles de expresión de CCR5 por citometría de flujo en células T CD4+ 
nucleofectadas con pcDNA3.1 (control) o pcDNA3.1CCR5 (CCR5). B, C) Las células nucleofectadas fueron esti-
muladas, los tiempos indicados, con B) gp120IIIB (10 nM) o C) CXCL12 (50 nM). Los lisados celulares obtenidos 
fueron analizados por western blot utilizando anti-pLIMK1 y anti-pcofilina. Como control de carga se utilizó anti-
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horas se cotransfectaron los plásmidos para ge-
nerar las partículas lentivirales (pLVTHM/GFP, 
psPAX2 y pCMV-VSVG). Las partículas gene-
radas salen de la célula hospedadora mediante 
el proceso de “budding” llevándose parte de la 
membrana celular, incluidos los receptores pre-
viamente coexpresados, obteniendo así 4 tipos 
de partículas lentivirales, CXCR4, CXCR4/
CCR5, CD4/CXCR4 y CD4/CXCR4/CCR5.
Caracterizamos las partículas lentivi-
rales generadas por citometría de flujo y por 
western blot. No observamos ninguna diferen-
cia en los niveles de CXCR4 en las distintas 
partículas lentivirales (Figura 55A) y detecta-
mos especificamente las partículas lentivirales 
que presentaban CCR5 y CD4 (Figura 55B). 
Después de la caracterización titulamos las par-
tículas lentivirales, ya que tienen capacidad de 
infectar las células HEK293T.
Para realizar los ensayos cinéticos de 
unión, pusimos la misma cantidad de cada una 
de las partículas lentivirales generadas, sobre 
un canal del chip del biosensor. Pasamos di-
ferentes concentraciones de gp120IIIB (50-250 
nM) por los canales del chip, observando la 
unión del ligando (fase de asociación) que lle-
gará a saturación, y alcanzará un equilibrio de 
asociación/disociación. Entonces, el ligando se 
sustituye por PBS para analizar así la disocia-
ción del ligando. A partir de los datos de la fase 
de asociación y disociación, utilizamos el pro-
grama Biaevaluation 4.1 de Biacore para calcu-
lar las constante de asociación (kon) y disocia-
ción (koff) respectivamente, y a partir de estos 
datos la constante de afinidad (KD).
 Para el cálculo final de los paráme-
tros para las partículas CD4/CXCR4 y CD4/
CXCR4/CCR5, restamos los valores obtenidos 
en los canales de referencia de las partículas que 
llevan sólo CXCR4 y CXCR4/CCR5 (ya que 
no llevan CD4 que es donde se une inicialmen-
te la gp120IIIB). Observamos que la gp120IIIB 
solamente se une a las partículas CD4/CXCR4 
(Figura 56A), y sin embargo no fue detectada 
sobre las partículas CD4/CXCR4/CCR5 (Figu-
ra 56B). Como control evaluamos la unión de 
CXCL12 a las diferentes particulas lentivirales, 
y calculamos también sus parámetros de unión. 
En este caso la unión de CXCL12 fue similar 
en todas las partículas lentivirales (Figura 57).
La presencia de CCR5 impide la unión 
de gp120IIIB. Para confirmarlo decidimos reali-
zar ensayos de unión de gp120IIIB marcada con 
125I (125I-gp120IIIB), utilizando células HEK293 
CD4 transfectadas con CCR5 o con el vector 
vacío mientras que como control negativo utili-
zamos las células HEK293T transfectadas tam-
bién con CCR5 y con el vector vacío. En primer 
lugar comprobamos por citometría de flujo que 
los niveles de CCR5  en ambos tipos celulares 
eran similares (Figura 58A). 125I-gp120IIIB sólo 
se unió a las células HEK293 CD4/CXCR4 y 
su constante de afinidad (KD 8,01 ± 0,8 x 10-8 
M) fue similar a la descrita en la bibliografía 
(Figura 58B).
Todos estos datos indican que la expre-
sión de CCR5 promueve un cambio conforma-
cional de los complejos heterodiméricos CD4/
CXCR4 que impiden la unión de la gp120IIIB, 
y como consecuencia también la infección de 
cepas X4.
Figura 55: Caracterización de las partículas lentivirales generadas. A) Los niveles de expresión de CXCR4 
fueron analizados por citometría de flujo en  partículas LVCXCR4, LVCXCR4/CCR5, LVCD4/CXCR4 y LVCD4/
CXCR4/CCR5 unidas a bolas de látex (4 µm). B) La expresión de CD4 y CCR5 fue analizada por western blot en 





























































Figura 57: La coexpresión de CCR5 no afecta la unión de CXCL12. A, B, C, D) Sensorgramas de la unión 
de CXCL12 (50-250 nM) a partículas A) LVCXCR4, B) LVCXCR4/CCR5, C) LVCD4/CXCR4  o D) LVCD4/
CXCR4/CCR5, inmovilizadas en la superficie del chip. Las distintas concentraciones de CXCL12 (50-250 nM) 
fueron inyectadas secuencialmente, y la unión se monitorizo en el sensograma como el aumento de RU, a los 
cuales se restaron los canales de referencia. Panel inferior: Tabla de las constantes de asociación (Kon), disociación 
(Koff) y afinidad (KD) obtenidas para la unión de CXCL12 a las partículas LVCXCR4, LVCXCR4/CCR5, LVCD4/
CXCR4 y LVCD4/CXCR4/CCR5. Media ± SEM de 3 experimentos.
Figura 56: La coexpresión de CCR5 bloquea la unión de gp120IIIB a CD4/CXCR4. A, B) Sensogramas de la 
unión de gp120IIIB (50-250 nM) a partículas A) LVCD4/CXCR4  o B) LVCD4/CXCR4/CCR5, inmovilizadas en 
la superficie del chip. Distintas concentraciones de gp120IIIB (50-250 nM) fueron inyectadas secuencialmente, y la 
unión se monitorizó en el sensorgrama como el aumento de RU. Se restaron los canales de referencia a la unión de 
gp120IIIB obtenida para las partículas LVCD4/CXCR4 y LVCD4/CXCR4/CCR5. Panel inferior: Tabla de las cons-
tantes de asociación (Kon), disociación (Koff) y afinidad (KD) obtenidas para la unión de gp120IIIB a las partículas 
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4,13 x 105 ± 0,65 x 105 Ms-1
3,79 x 105 ± 0,39 x 105 Ms-1
3,66 x 10-3 ± 1,06 x 10-3 s-1
4,97 x 10-3 ± 1,23 x 10-3 s-1
Kon Ko
1,99 x 10-8 ± 0,34 x 10-8 M
1,81 x 10-8 ± 0,34 x 10-8 M
KD
LV CD4/CXCR4/CCR5
LV CD4/CXCR4 2,73 x 105 ± 0,37 x 105 Ms-1
2,68 x 105 ± 0,06 x 105 Ms-1
4,65 x 10-3 ± 0,83 x 10-3 s-1
4,97 x 10-3 ± 1,02 x 10-3 s-1
1,26 x 10-8 ± 0,21 x 10-8 M




























































Figura 58: La coexpresión de CCR5 inhibe la unión de gp120IIIB a CD4/CXCR4. A) Los niveles de CCR5 
fueron analizados por citometría de flujo en células HEK293T y HEK293CD4 transfectadas transitoriamente con 
pcDNA3.1 (control) o pcDNA3.1CCR5 (CCR5). B) Ensayos de competición de la unión de gp120IIIB en células 
HEK293CD4 control y CCR5 fueron realizados utilizando mezclas de concentraciones de gp120 marcada (125I-




3.-Papel del citoesqueleto de ac-
tina en la oligomerización de los 
receptores de quimioquinas
3.1.-El citoesqueleto de actina regula la agre-
gación de receptores CXCR4 promovida por 
su ligando CXCL12
Un aspecto relevante en el campo de 
las conformaciones de los receptores de siete 
dominios transmembrana, y por ende de los 
receptores de quimioquinas, es qué fuerzas ce-
lulares dirigen y organizan los complejos oli-
goméricos en la superficie celular. Uno de los 
primeros elementos a analizar es el citoesque-
leto de actina, ya que su dinámica es modifica-
da por la unión de las quimioquinas y resulta 
crítico para muchas de las funciones asociadas 
a estos mediadores. Decidimos para ello utili-
zar el receptor CXCR4, ya que sus complejos 
homodiméricos originan unas curvas de satu-
ración de FRET muy estables y reproducibles. 
Analizamos en primer lugar el efecto que pro-
duce el tratamiento con latrunculina A (LatA), 
que actúa uniendose a los monómeros de G-
actina e impidiendo su unión a la F-actina. 
Observamos que el tratamiento no afectó a las 
curvas de FRET y que los valores de FRETmax 
y FRET50 fueron muy similares (Figura 41A). 
Estos resultados sugieren que en estado basal, 
el citoesqueleto de actina no modula las con-
formaciones homodiméricas de CXCR4 en la 
superficie celular.
Nos planteamos entonces dos pregun-
tas: 1) ¿Qué sucede con los cambios conforma-
cionales de los complejos promovidos por los 
ligandos? (Levoye et al, 2009; Percherancier et 
al, 2005) 2) ¿Influye el citoesqueleto en ese as-
pecto? Realizamos entonces las curvas de satu-
ración de FRET en células tratadas con LatA  y 
sin tratar y estimuladas con CXCL12 (50 nM), 
observando que CXCL12 provoca una modifi-
cación de la eficiencia de FRETmax que no apa-
rece en las células tratadas con LatA (Figura 
59A). Quisimos confirmar este efecto siguiendo 
la cinética en el tiempo del cambio conforma-
cional que promueve CXCL12 en el complejo 
homodimérico CXCR4. Para ello utilizamos 
células HEK293T transfectadas transitoria-
mente a un ratio fijo de (CXCR4-YFP:CXCR4-
CFP), al cual obteníamos la máxima eficiencia 
de FRET (FRETmax) (en el ratio que empieza 
la saturación de la curva). Estudiamos el efec-
to del estímulo con CXCL12 en células trata-
das y sin tratar con LatA. El tratamiento con 
CXCL12 confirmó el aumento observado en el 
FRETmax, efecto que se bloqueó al tratar las cé-
lulas con LatA (Figura 59B,C). El incremento 
en FRETmax se ha relacionado con un aumen-
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Figura 59: La inhibición de la polimerización del citoesqueleto de actina modula los cambios conforma-
cionales de complejos homodiméricos de CXCR4 promovidos por CXCL12. A) Las curvas de saturación 
de FRET fueron generadas en células HEK293T que expresaban cantidades constantes de CXCR4-CFP (2 mg, 
~450.000 UF) y cantidades crecientes de CXCR4-YFP (~110.000 - 1.200.000 UF). Estas células fueron tratadas 
con LatA (1 mM)  o su vehículo (etanol) y estimuladas con su ligando CXCL12 (50 nM) o PBS. B, C) Se trans-
fectaron células HEK293T con los ratios (CXCR4-YFP/CXCR4-CFP) a los que se obtuvo el FRETmax. Se trataron 
esas células con B) Etanol o C) LatA (1 mM), se midió la eficiencia de FRET en ambas condiciones a diferentes 








Para comprobar que el efecto de LatA 
no se debía a alteraciones en la unión de 
CXCL12 al receptor, realizamos un ensayo de 
unión de SDF-1α biotinilado en células tratadas 
con LatA o con su vehículo (etanol) sin detec-
tar diferencias  en la unión por el tratamiento 
(Figura 60).
Estos datos sugieren que CXCL12 pro-
mueve la agregación de CXCR4 en la superfi-
cie celular, y que la polimerización de actina 
participa en el proceso.
3.2.-CXCL12 promueve internalización de 
CXCR4 independientemente del citoesque-
leto de actina
El efecto de CXCL12 sobre la agrega-
ción de CXCR4 puede estar ligado a la induc-
ción por parte del ligando de la internalización 
de CXCR4. Se sabe que las quimioquinas pro-
mueven agrupamiento e internalización del re-
ceptor, y este fenómeno podría dar cuenta del 
aumento en el FRETmax observado. Estudiamos 
el efecto de la inhibición de la polimerización 
de actina sobre la internalización de CXCR4 
promovida por CXCL12. Células Jurkat trata-
das previamente con LatA o con su vehículo 
(etanol), fueron estimuladas con CXCL12 (50 
nM), y mediante citometría de flujo, determi-
namos los niveles de CXCR4 en la membrana 
celular a diferentes tiempos. CXCL12 produ-
jo un 80% de internalización de CXCR4 a los 
5 minutos. Curiosamente el tratamiento con 
LatA, no alteró la internalización de CXCR4 
(Figura 61).
Estos datos indican que el aumento 
en la eficiencia de FRETmax promovido por 
CXCL12, que se inhibe por el pretratamiento 
con LatA, es independiente del efecto de agru-
pación del receptor previo a la internalización 
que produce el ligando, ya que este proceso no 

























































































































Figura 60: El bloqueo del citoesqueleto de actina no afecta a la unión de CXCL12 a CXCR4. A) Análisis por 
citometría de flujo de la unión de CXCL12 biotinilado a CXCR4 en células Jurkat tratadas con LatA (1 mM) o con 
etanol. B) Analisis de la especificidad de la interacción en las  células Jurkat tratadas con LatA (1 mM) o etanol, 
utilizando CXCL12 biotinilado tratado previamente con anticuerpos bloqueantes de CXCL12.
Figura 61: La internalización de CXCR4 promovida por CXCL12 es independiente del citoesqueleto de ac-
tina. A) Expresión por citometría de flujo, de los niveles de CXCR4 en la membrana de células Jurkat tratadas con 
LatA (1 mM) o etanol tras la estimulación con CXCL12 (50 nM). Experimento representativo de tres realizados. B) 
Cuantificación del porcentaje de internalización promovido en A). Media ± SEM de tres experimentos.
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Resultados
También estudiamos si el tratamiento 
con LatA alteraba el reciclaje de CXCR4. Tra-
tamos previamente a las células con CXCL12 
promoviendo la máxima internalización del re-
ceptor, tanto en células tratadas con LatA como 
con el vehículo (etanol). Seguidamente lava-
mos el exceso de ligando (CXCL12) y dejamos 
a las células durante 1 hora en cultivo a 37 °C, 
para después determinar el CXCR4 presente en 
la membrana celular y calcular así el porcentaje 
de receptor reciclado. El tratamiento con LatA 
tampoco alteró el reciclaje de CXCR4 tras su 
internalización (Figura 62).
Estos datos sugieren que el citoesque-
leto de actina no afecta a la conformación de 
CXCR4 en la superficie celular, pero si a los 
cambios conformacionales que provoca el li-
gando sobre dichos complejos. 
Para discernir el efecto que el citoesqueleto de 
actina tiene sobre los complejos de CXCR4 en 
la superficie celular, se transfectaron células 
Jurkat con CXCR4-AcGFP y lifeact-RFP. A 
las 24 horas fueron sorteadas, cultivadas sobre 
pocillos tapizados con fibronectina (30 min, 
37 �C) y filmadas bajo la óptica de TIRF-M. 
Inicialmente, añadimos LatA y visualizando 
lifeact-RFP determinamos las mejores con-
diciones para detectar el efecto en la polime-
rización de actina. Tras 15 minutos de la adi-
ción de LatA, se produce una reducción en la 
fluorescencia de lifeact-RFP, compatible con 
despolimerización de la F-actina (Figura 63). 
Este es el tiempo elegido para el resto de los 
experimentos.
A continuación focalizamos nuestro análisis en 
las partículas de CXCR4-AcGFP en células sin 
tratar con LatA. La cuantificación del área de 
las partículas en función de su frecuencia de-
mostró la existencia de una distribución Gau-
siana con un tamaño medio de spot de 0,5 mm2 
(Figura 64A). Dado que los datos de FRET in-
dicaban que la estimulación con CXCL12 pro-
movía un aumento en el número de complejos 
diméricos, realizamos el mismo experimento 
pero tapizando los pocillos con fibronectina 
más CXCL12. Observamos un desplazamiento 
de la curva hacia la derecha y una pérdida de 
la homogeneidad con valores medios de 0,5; 
0,8; y 1,5 mm2 (Figura 64B). Estos resulta-
dos apoyan a los obtenidos en FRET, es decir, 
CXCL12 promueve un agrupamiento de los re-
ceptores. El tratamiento con LatA no afectó al 
tamaño de los complejos basales de CXCR4, 
pero si bloqueó el efecto de agregación promo-
Figura 62: El reciclaje de CXCR4 no se ve 
afectado por la inhibición de la polimerización 
de actina. A) Cuantificación de la expresión por 
citometría de flujo de los niveles de CXCR4 en la 
membrana de células Jurkat tratadas con LatA (1 
mM) o etanol, tras la estimulación con CXCL12 
(50 nM, 15 min), y B) después lavar las células 
estimuladas (15 min) 1 hora a 37 °C. Media ± 
SEM de tres experimentos.
3.3.-CXCR4 se organiza en complejos en la 
superficie celular
Se ha monitorizado y analizado la localización 
espacial, movilidad y organización supramole-
cular de ciertos GPCRs en la membrana celular 
mediante el uso de microscopía basada en “to-
tal internal reflection fluorescence microscopy” 
(TIRF-M) (Calebiro et al, 2013).
3 μm 3 μm
Etanol (15 min) LatA (15 min)
Figura 63: El tratamiento con LatA promueve 
despolimerización de actina. Imágenes de TIRF-
M de células Jurkat transfectadas con lifeact-RFP 
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vido por CXCL12 (Figura 64C,D). Estos datos 
están en relación con lo observado en los expe-
rimentos de FRET, ya que la inhibición de la 
polimerización del citoesqueleto de actina con 
LatA no afecta al FRETmax de los homodímeros 
de CXCR4, pero inhibe el aumento de FRETmax 
promovido por CXCL12.
 A continuación evaluamos el movi-
miento de los receptores en la superficie celu-
lar. En primer lugar analizamos el MSD (“Mean 
square displacement”) de cada partícula a lo 
largo del tiempo (durante 1 segundo, aproxi-
madamente 10 “frames”), y obtuvimos líneas 
rectas con diferentes pendientes, pudiendo cla-
sificar de esta manera 3 tipos de movimientos 
de los receptores; unas de movimiento lento, 
otras rápidas y otras intermedias (Figura 65).
 El estímulo con CXCL12 nos permitió 
todavía diferenciar los tres tipos de movimien-
tos, aunque registramos una reducción signifi-
cativa del porcentaje de partículas rápidas y un 
aumento del porcentaje de partículas  de mo-
vilidad intermedia y lenta (Figura 65E). Estos 
datos correlaccionan la agrupación de CXCR4 
promovida por CXCL12 con una disminución 
del MSD a lo largo del tiempo como previa-
mente ha sido propuesto para otros GPCR de 
clase A (Kusumi et al, 2005). Por otro lado, ob-
servamos que el tratamiento con LatA inhibió 
la presencia de partículas lentas, mientras que 
el porcentaje de las partículas rápidas aumen-
tó significativamente incluso en presencia de 
CXCL12 (Figura 65E).
 Aunque el efecto de drogas sobre la 
polimerización de la actina puede ser bastante 
impredecible, algunos trabajos previos usando 
TIRF-M demuestran que la movilidad lateral 
de las proteínas es mayor al despolimerizarse 
la actina (Treanor et al. 2010). Por este moti-
vo estudiamos el coeficiente macroscópico de 
difusión para el CXCR4-AcGFP en cada con-
dición. Los datos mostraron tres tipos de coefi-
cientes de difusión en las células tratadas con 
etanol (vehículo), tanto en presencia como en 
ausencia de CXCL12. Mientras que en las célu-
las tratadas con LatA, tanto en presencia como 
ausencia de CXCL12, se perdió el movimien-
to más lento. Como control tapizamos un cris-
tal con proteína verde fluorescente (AcGFP) 
purificada. Dado que el CXCR4 se encuentra 
como mínimo en forma de complejos homodi-
méricos, utilizamos la proteína AcGFP dimé-
rica (ver materiales y métodos). Esta proteína 
Figura 64: El aumento del tamaño de los complejos de CXCR4 promovido por CXCL12 se encuentra in-
hibido por el tratamiento con LatA. A, B, C, D) Análisis por TIRF-M del área de la frecuencia de partículas en 
función del área que ocupan en células Jurkat transfectadas con CXCR4-AcGFP, tratadas con A, B) etanol B), y 
estimuladas con CXCL12, o bien tratadas con C, D) LatA  D) y estimuladas con CXCL12. Experimento represen-
tativo de tres realizados.
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se encuentra formando dímeros estables por 
la formación de un puente disulfuro entre las 
cisteínas del extremo carboxilo terminal que 
añadimos y, que sustituyen al codón de pa-
rada. Sorprendentemente observamos que el 
movimiento de la proteína AcGFP purificada 
presenta un movimiento similar al de las partí-
culas más lentas. Por ello podemos considerar 
que las partículas de movimiento más lento son 
realmente inmóviles (Figura 66). 
 Posteriormente evaluamos en las cé-
lulas las trayectorias de las partículas en la 
membrana celular, pero en este caso durante al 
menos 10 segundos. A un movimiento interme-
dio-largo en el tiempo le siguen fases lentas y 
saltos muy rápidos que enlazan fases de movi-
miento uniforme. Ese tipo de movimiento se ha 
denominado como “hop diffusion”, y consiste 
en un movimiento confinado en un comparti-
mento, seguido por un rápido salto a un com-
partimento adyacente, confinándose de nuevo 
(Figura 67A,B). Esta observación es muy si-
milar a la descrita previamente para el recep-
tor MOR (Suzuki et al, 2005). Para analizar 
este tipo de movimientos y su relación con la 
actina, cotransfectamos las células Jurkat con 
CXCR4-AcGFP y lifeact-RFPm. Observamos 
entonces que en las zonas más densas de actina, 
el CXCR4 no presenta movimiento, permanece 
inmóvil; mientras que en zonas menos densas, 
que es donde se encontraría confinado,  presen-
ta un mayor movimiento. Finalmente, cuando 
el CXCR4 pasa a zonas con muy baja tinción 
de actina es cuando realiza los movimientos 
más rápidos y de mayor desplazamiento (Figu-
ra 67C).
Nuestras observaciones demuestran que el con-
finamiento, y por lo tanto la restricción del mo-
vimiento es mucho menor en células tratadas 
con LatA.
Todos estos datos indican que el citoesquele-
to de actina influye en la dinámica de CXCR4 
en la membrana celular definiendo las barreras 
que limitan su movimiento y la agrupación de 
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Figura 65: El tratamiento 
con LatA favorece la mo-
vilidad de CXCR4 en la 
membrana celular, mien-
tras que la estimulación 
con CXCL12 reduce el 
movimiento de las mis-
mas. Utilizando la técni-
ca de TIRF-M en células 
Jurkat electroporadas con 
CXCR4-AcGFP analiza-
mos las distintas trayecto-
rias (MSD (mm2). Tratamos 
las células con A) etanol 
((B) + CXCL12), C) LatA 
((D) + CXCL12). Expe-
rimento representativo de 
tres realizados. (Partículas 
lentas: MSD < 0,1 mm2; 
partículas intermedias: 0,1 
mm2 > MSD < 0,3 mm2; partículas rápidas: MSD > 0,3 
mm2). Media ± SEM. E) % de partículas de CXCR4 en 
función del tipo de movimiento (lento, intermedio y rápi-








Figura 66: Evaluación del coeficiente de difusión de los complejos de CXCR4 en la superficie celular. Aná-
lisis del aumento del coeficiente de difusión (D), observado por TIRF-M, de los complejos homodiméricos de 
CXCR4 en función del tipo de movimiento (lento intermedio y rápido), en células Jurkat transfectadas con CX-
CR4-AcGFP, tratadas con A, B) etanol B), y estimuladas con CXCL12, o bien tratadas con C, D) LatA  D) y 
estimuladas con CXCL12. Experimento representativo de tres realizados. (Spots lentos: MSD < 0,1 µm2; spots 
intermedios: 0,1 µm2 > MSD < 0,3 µm2; spots rápidos: MSD > 0,3 µm2). Media ± SEM.
Figura 67: Los complejos de CXCR4 presentan un movimiento “hop diffusion”. En células Jurkat electro-
poradas con CXCR4-AcGFP fue estudiado el dinamismo de sus complejos mediante la técnica de TIRF-M. A) 
Trayectoria de una partícula de CXCR4 (MSD(mm2)/t(s)) a largo del tiempo (12 s). B) Recorrido de la partícula 
presentado en A. C) En células Jurkat electroporadas con CXCR4-AcGFP y lifeact-RFPm, seguimos la trayectoria 
de una partícula de CXCR4 en una zona rica en actinaa lo largo del tiempo. En función del MSD clasificamos los 
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3.4.-La alteración del citoesqueleto de actina 
modula las funciones mediadas por CXCL12
Para determinar la relevancia funcio-
nal de la agrupación y compartimentalización 
del receptor (CXCR4) en la superficie celular, 
estudiamos la movilización de calcio intracelu-
lar  promovida por CXCL12 en células tratadas 
con LatA o con el vehículo. Observamos que 
las células tratadas con el vehículo responden 
a CXCL12 movilizando calcio hasta alcanzar 
la máxima respuesta a 50 nM. Sin embargo en 
las células tratadas con LatA la movilización de 
calcio intracelular es menor a todas las concen-
traciones de CXCL12 utilizadas (Figura 68).
Estudiamos entonces la capacidad para 
activar la proteína G. Utilizamos membranas 
celulares preparadas a partir de células Jurkat 
tratadas con LatA, o con el vehículo (etanol), 
y observamos que el CXCL12 promueve un 
aumento de la unión máxima de GTP-gS sig-
nificativamente menor (Emax) y desplazada a la 
derecha (EC50) en las células tratadas con LatA 
(Figura 69). Estos resultados indican que la in-
hibición de la polimerización de la actina altera 
tanto la eficacia relativa como la eficacia máxi-
ma de CXCL12 para activar la proteína G, re-
duciendo tanto el máximo nivel de activación, 
como la concentración de CXCL12 requerida 
para promover la mitad de activación.
Todos los resultados indican que 
CXCL12 promueve la agregación del receptor 
para alcanzar un umbral de respuesta, y que el 
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Figura 68: El tratamiento con LatA reduce la 
movilización intracelular de calcio promovida 
por CXCL12. Cuantificación de la respuesta de 
Ca2+ detectada por citometría de flujo, promovida 
por distintas concentraciones de CXCL12 (50, 20 
y 10 nM) en células Jurkat tratadas con etanol o 
LatA. Media ± SEM de 3 experimentos.
Figura 69: Efecto del tratamiento con LatA 
en la unión de [35S]-GTPgS promovida por 
CXCL12 en membranas procedentes de célu-
las Jurkat. Unión de [35S]-GTPgS promovida por 
CXCL12 (1pM-1µM) en membranas de células 
Jurkat tratadas con etanol (¢) o con LatA  (1 µM, 
£). La unión no específica fue determinada anali-
zando la unión de [35S]-GTPgS  en presencia de 10 
µM de GTPgS no marcado. Medias ± SEM de al 
















Aunque algunos trabajos demuestran 
que “in vitro” los receptores de la familia de 
GPCRs funcionan como monómeros (Bayburt 
et al, 2011; Ernst et al, 2007; Kuszak et al, 
2009), el uso de técnicas de imagen y de trans-
ferencia de energía resonante demuestra que 
los receptores de siete dominios transmembra-
na forman homo- y heterodímeros desde su sín-
tesis y maduración en el retículo endoplásmico 
(Hamatake et al, 2009; Hernanz-Falcon et al, 
2004; Percherancier et al, 2005). Estos comple-
jos son estrucuras dinámicas, que se modulan 
por la expresión de otro recetor o por la unión 
al ligando (Martinez Munoz et al, 2009). De 
hecho, distintos grupos han demostrado que los 
ligandos modulan las conformaciones de los 
receptores que ocupan, y algunos incluso las de 
otros receptores cercanos. El modelo más acep-
tado hoy es que los receptores de quimioquinas 
forman parte de complejos homo- y heterodi-
méricos en el contexto de plataformas sobre la 
superficie celular, de tal modo que reaccionan 
ante la unión de su ligando específico, pero 
también se ven modificados cuando se expre-
san otros receptores o cuando receptores veci-
nos resultan activados por sus respectivos li-
gandos. En estas condiciones el gran debate se 
centra hoy en conocer la relevancia funcional 
de estas conformaciones, como son moduladas 
por receptores y ligandos, y cuales son las fuer-
zas celulares que regulan su dinámica. En todo 
caso nadie pone en duda que la dimerización 
de estos receptores amplía la diversidad farma-
cológica asignada a los mismos, y podría en un 
futuro no lejano ayudar al desarrollo de nuevas 
terapias para tratar muchas patologías en que 
las quimioquinas tienen un papel determinante.
En este trabajo nos hemos propuesto: 
Evaluar la relevancia funcional de los heterodí-
meros usando dos modelos. Por un lado, el pa-
pel modulador de EBI2 en la migración de los 
linfocitos B vía CXCR5, y por otro el papel de 
CCR5 como inhibidor de la infección de cepas 
X4 del VIH-1. Además hemos analizado las 
fuerzas celulares que controlan la formación 
y/o la estabilización de estas conformaciones 
en la membrana, y su dinamismo.
1.Relevancia funcional de las di-
ferentes conformaciones adopta-
das por los receptores de quimio-
quinas y otros GPCRs:
1.1.Papel modulador de EBI2 en la migra-
ción de los linfocitos B vía CXCR5
EBI2 es un GPCR necesario para la res-
puesta temprana de anticuerpos, y se le ha rela-
cionado con enfermedades inflamatorias y neo-
plasias (Aalto et al, 2001; Alizadeh et al, 2000; 
Heinig et al, 2010; Ye et al, 2003). En condi-
ciones homeostáticas, la expresión de EBI2 au-
menta durante la maduración de los linfocitos 
B en medula ósea, y es además expresado por 









ósea, como en bazo y ganglios linfáticos (Perei-
ra et al, 2009). EBI2 juega un papel clave en el 
posicionamiento de los linfocitos B en los folí-
culos linfoides y en varias fases de la respuesta 
inmune adquirida como son el posicionamiento 
de las células B en zonas extrafoliculares de los 
ganglios o el desarrollo de la respuesta de anti-
cuerpos dependiente de células T (Gatto et al, 
2009; Pereira et al, 2009).
Recientemente se ha descrito que EBI2 
responde específicamente a un metabolito del 
colesterol, 7α,25-OHC, que induce entonces 
“in vitro” migración de células B, T y dendríti-
cas derivadas de médula ósea (Hannedouche et 
al, 2011; Liu et al, 2011). El efecto es especí-
fico, y de hecho el pretratamiento con un inhi-
bidor de la síntesis de  7α,25-OHC (CYP7B1) 
o la deficiencia de las enzimas encargadas de 
dicha síntesis, provoca “in vivo” una respuesta 
similar a la observada en células B deficientes 
para EBI2 (Hannedouche et al, 2011; Liu et al, 
2011). Nuestros ensayos han demostrado que 
tanto en células transfectantes como en células 
B primarias activadas con α-IgM y en ausencia 
de 7α,25-OHC, que la coexpresión de HA-EBI2 
reduce las respuestas funcionales mediadas por 
CXCR5. Independientemente de que EBI2 sea 
un receptor funcional y que una vez activado 
promueva determinadas acciones, nuestros da-
tos indican que su sola coexpresión ejerce un 
papel modulador de las funciones atribuidas a 
CXCR5, debido a la formación de complejos 
heterodiméricos.
Numerosos estudios han demostrado 
que los receptores de quimioquinas son ex-
presados como dímeros en la membrana plas-
mática (Hernanz-Falcon et al, 2004; Martinez 
Munoz et al, 2009), de hecho la reciente crista-
lización de CXCR4 ha demostrado también su 
dimerización (Wu et al, 2010). Por otro lado, 
se ha demostrado que la dimerización no ocu-
rre solo entre receptores de quimioquinas, sino 
que estos son capaces también de interaccionar 
con otros GPCRs, como es el caso de CCR5 y 
CXCR4 con receptores de opioides (Pello et al, 
2008; Szabo et al, 2003) o de un gran número 
de receptores de quimioquinas  (CCR6, CCR7, 
CXCR4, CXCR5, CXCR7…) con receptores 
codificados por virus como BILF1 (Vischer et 
al, 2008). En todos los casos la función de los 
receptores se ve alterada. Usando técnicas de 
FRET hemos demostrado la formación de com-
plejos homo- y heterodiméricos de CXCR5 y 
EBI2. Por otro lado estos complejos no son es-
tructuras fijas, sino dinámicas, hemos observa-
do que la coexpresión de HA-EBI2 reduce la 
afinidad aparente (FRET50) de los homodíme-
ros CXCR5, sin afectar al número de comple-
jos homodiméricos en la célula, lo que sugiere 
que la presencia de EBI2 promueve un cam-
bio conformacional de los complejos CXCR5/
CXCR5. 
Por otro lado, homo- y heterodímeros 
de CXCR5 y EBI2 son modulados por la pre-
sencia de ligandos. En los ensayos de interna-
lización observamos en células que coexpresan 
ambos receptores una rápida internalización de 
CXCR5 o HA-EBI2 en respuesta a sus ligan-
dos CXCL13 ó 7α,25-OHC, respectivamente, 
mientras que el receptor no activado en cada 
caso se mantiene en la membrana. Pudiera ocu-
rrir que sólo el homodímero correspondiente se 
internalizara o que el heterodímero se rompie-
se para permitir la internalización del receptor 
activado. En cualquier caso, es evidente que la 
presencia de ligandos modula el equilibrio de 
receptores en la superficie de la célula B, y en 
consecuencia también las funciones atribuidas 
a ellos.
Por otro lado, también hemos observa-
do que tanto CXCR5 como HA-EBI2 presen-
tan la misma cinética de internalización en res-
puesta a sus respectivos ligandos en células que 
expresan uno o ambos receptores, demostrando 
que la internalización de CXCR5 no se ve afec-
tada por la coexpresión de EBI2, ni al revés.
En células transfectantes o en células 
B primarias de ratón activadas con αIgM, ob-
servamos una modulación de las respuestas 
mediadas por CXCR5 al coexpresarse EBI2, 
ya que se redujo la movilización de Ca2+ intra-
celular, la fosforilación de ERK1,2 y la migra-
ción promovida por CXCL13. Sin embargo, la 
activación de células B deficientes en EBI2 no 
modificó las respuestas a CXCL13. Estos da-
tos demuestran que la heterodimerización mo-




les. Este fenómeno ha sido descrito para otros 
GPCRs codificados por virus, como es el caso 
de BILF1 que heterodimeriza con CXCR4 pro-
duciendo el bloqueo de la función de la qui-
mioquina CXCL12 (Nijmeijer et al, 2010), o 
el caso de CXCR4/CXCR7 donde la respues-
ta celular también es modulada (Levoye et al, 
2009; Sierro et al, 2007), como consecuencia 
del heterodímero.
En el caso de la heterodimerización 
de CCR5 y CXCR4 con receptores opioides, 
se ha descrito una transinhibición producida 
por fenómenos de desensibilización heterólo-
ga (Pello et al, 2008; Szabo et al, 2003), como 
consecuencia de la fosforilación del receptor 
de quimioquinas promovida por el opioide que 
reduce la activación de Gαi promovida por la 
quimioquina (Chen et al, 2004). Nosotros no 
encontramos una desensibilización heteró-
loga clara, y de hecho vimos que las células 
CXCR5/HA-EBI2 responden de forma similar 
a CXCL13 antes y después de ser estimuladas 
con 7α,25-OHC, y a la inversa.
 Algunos estudios han demostrado que 
la heterodimerización de ciertos GPCRs pue-
de afectar a la unión de ligandos, como es el 
caso del receptor de melatonina (MT1) y el 
receptor huérfano (GPR50), cuya heterodime-
rización reduce la afinidad de la melatonina 
por su receptor un 30%, y en consecuencia se 
producen defectos en la producción de IP3 de-
pendiente de melatonina (Levoye et al, 2006). 
La heterodimerización de los receptores opioi-
des κ y δ también reduce la afinidad por sus 
ligandos (Jordan & Devi, 1999). Nuestros re-
sultados, utilizando un biosensor (Biacore) y la 
generación de partículas lentivirales que incor-
poran en su membrana los receptores CXCR5 
y/o CXCR5/HA-EBI2, indican que la presencia 
de HA-EBI2 reduce significativamente la afini-
dad de CXCL13 por CXCR5. Lo más probable 
es que la reducción en la afinidad de CXCL13 
cuando EBI2 es coexpresado sea consecuencia 
del cambio conformacional que se produce en 
el complejo CXCR5/CXCR5 al formarse hete-
rodímeros EBI2/CXCR5. Sin embargo, no po-
demos descartar que el cambio conformacional 
promovido por EBI2 en CXCR5, cambie tam-
bién la afinidad de la proteína G o el número de 
sitios a los que pueda unirse ésta. Nuestros da-
tos indican que hay un número menor de sitios 
de unión de proteína G, sin embargo mantienen 
su afinidad por unirse al receptor CXCR5. De 
hecho, en condiciones limitantes de proteína G, 
la unión de ligandos específicos de un receptor 
puede selectivamente modificar la capacidad 
de otros receptores para activar esa proteína G 
(Chabre et al, 2009). Esta situación no parece 
ser posible aquí, ya que hemos medido la aso-
ciación y activación de la proteína G en res-
puesta a CXCL13 en ausencia de  7α,25-OHC.
El movimiento de las células B en el 
folículo linfoide  es consecuencia de la inte-
gración de multiples señales. Inicialmente su 
movimiento en búsqueda de antígenos depen-
de de CXCR5. En el modelo que proponemos 
la célula B naïve espresará fundamentalmente 
homodímeros de CXCR5 que tras su unión a 
CXCL13, expresado por las células estromales, 
activará la proteína Gαi y su consecuente seña-
lización. Sin embargo, la captura del antígeno 
a través del BCR promueve la rápida expresión 
de EBI2 (Gatto et al, 2009; Kelly et al, 2011), 
a la vez que también aumenta la expresión de 
CCR7. En esas condiciones, la célula B acti-







Figura 70: Modelo propues-
to para la modulación de 
las respuestas mediadas por 









vada deja de responder a CXCL13; fenómeno 
que podemos explicar con nuestros resultados, 
ya que el aumento en los niveles de expresión 
de EBI2 desplaza el equilibrio de homodíme-
ros CXCR5/CXCR5 a heterodímeros CXCR5/
EBI2 modificando la afinidad de CXCL13 por 
su receptor y la afinidad de la proteína Gαi (Fi-
gura 71). Como consecuencia, la función de 
CXCR5 está modulada por la coexpresión de 
EBI2 en la célula B activada. En ese momen-
to, la célula B es capaz de dirigirse a la zona 
T guiada por CCL19 y CCL21. Por lo tanto, 
el heterodímero CXCR5/EBI2  contribuye a la 
plasticidad funcional de las células B.
Estos datos ayudan a entender cómo las 
diferentes etapas de la migración de las células 
B son finamente reguladas, tanto por la expre-
sión de los receptores, demostrando la relevan-
cia funcional de los complejos heterodiméri-
cos, como de sus ligandos.
 
1.2. Papel de CCR5 como inhibidor de la 
infección de cepas X4 del VIH-1
 Otro modelo en el que hemos estudiado 
la relevancia funcional de las conformaciones 
adoptadas por los receptores de quimioquinas 
es en la infección del VIH-1.
Nuestros datos indican que cuando 
coexisten en las células CD4, CXCR4 y CCR5 
forman complejos oligoméricos, y lo que es más 
importante, la expresión de CCR5 modifica la 
conformación tanto del homodímero CXCR4/
CXCR4 como del heterodímero CD4/CXCR4. 
Como consecuencia la proteína viral gp120IIIB 
no se une a CD4 y a su coreceptor, bloqueando 
la infección celular. No es la primera vez que 
se ha descrito que las conformaciones hetero-
diméricas modulan la capacidad de los recep-
tores de quimioquinas para unir sus ligandos. 
CXCR7 heterodimeriza con CXCR4  y modula 
la capacidad de CXCL12 para activar proteína 
Gαi (Decaillot 2001 and Levoye 2009), y en 
nuestro caso hemos demostrado cómo la for-
mación de complejos CXCR5/EBI2 reduce la 
afinidad de CXCL13 por CXCR5 (Barroso et 
al, 2012).
La eficiencia en la infección de cepas 
X4 y R5 del VIH-1 no sólo depende de los ni-
veles de expresión de CD4 (Lee et al, 1999), 
sino también de los niveles de sus correcepto-
res CXCR4 y CCR5, respectivamente (Lapham 
et al, 1999). Aunque algunos estudios sugie-
ren que existe un umbral en el ratio receptor/
correceptor para la entrada del virus (Kabat et 
al, 1994; Kozak et al, 1997; Platt et al, 1998), 
nuestros datos demuestran que a pesar de man-
tener establemente ese umbral de CD4/CXCR4 
(los niveles de ambos receptores se mantienen 
constantes durante la experimentación) existe 
una reducción en la infección del virus X4 en 
células que coexpresan CCR5, y además es de-
pendiente de los niveles que la célula coexpre-
se. Platt y colaboradores observaron en dos ce-
pas distintas de virus X4 primarios (ELI1 y K4) 
que infectaban en menor medida células HeLa-
CD4 cuando coexpresaban CCR5 (Platt et al, 
1998). La mutación del gen CCR5∆32 (delec-
ción de un segmento de 32 pb que da lugar a un 
receptor no funcional) confiere protección fren-
te a la infección por cepas R5 del VIH-1. Esta 
mutación pierde su efectividad cuando los vi-
rus R5 cambian a X4, es más, se ha observado 
una mayor replicación del virus  VIH-1NL4-3 en 
PBMCs de individuos heterocigotos CCR5∆32 
(Trkola et al, 2002). Otro estudio realizado por 
Schonning y colaboradores demostró como en 
un 75% de individuos heterocigotos CCR5∆32 
infectados por virus X4/R5 la enfermedad pro-
gresaba lentamente y presentaban una mayor 
carga viral que individuos CCR5 homocigotos 
y que además no desarrollaban la enfermedad 
(Schonning et al, 1998).
Las cepas R5 del VIH-1 son en su ma-
yoría las responsables de la primera infección 
en individuos sanos, y por tanto de la fase agu-
da y asintomática de la enfermedad (Haynes et 
al, 1996; Salk et al, 1993). En estas primeras 
etapas de la enfermedad, los virus R5 infectan 
a células Th1, que expresan altos niveles de 
CCR5 en su membrana (Bonecchi et al, 1998; 
Loetscher et al, 1998). Estas cepas R5 mutan 
a X4, y esto se ha asociado a una aceleración 
del síndrome y a una infección de las células 
Th2, provocando una degeneración del sistema 
inmunológico (Tersmette et al, 1988; Zhu et 




virus X4 infectan mayoritariamente a células 
Th2, que expresan bajos niveles de CCR5, y 
no lo hacen en células Th1 a pesar de mantener 
niveles similares de CD4 y CXCR4 (Gosselin 
et al, 2010; Rivino et al, 2004). La expresión 
de CCR5 está modificando las conformaciones 
CD4/CXCR4, inhibiendo la unión de la proteí-
na gp120, responsable de la primera interac-
ción del virus con la célula diana y por tanto de 
la infección.
 
La unión de ligandos a sus receptores 
promueve cambios conformacionales en estos 
(Percherancier et al, 2005), y lo mismo suce-
de con la gp120IIIB. Su unión a CD4 promueve 
un cambio conformacional en ella misma ex-
poniendo un dominio de unión (CD4 induced 
domain) necesario para unirse al correceptor 
(Hartley et al, 2005; Rizzuto et al, 1998). Nues-
tros datos, mediante BRET, demuestran que la 
unión de gp120IIIB promueve un cambio confor-
macional en el heterodímero CD4/CXCR4, que 
es inhibido al coexpresarse CCR5.
 Los primeros eventos señalizadores 
promovidos por la unión de la gp120 a sus re-
ceptores implicados en la entrada del virus, son 
la activación de LIMK-1 y la fosforilación de 
cofilina, lo que a su vez actúa sobre el citoes-
queleto de actina (Vorster et al, 2011; Yoder 
et al, 2008) y permite la fusión y entrada del 
virus. Ambos eventos son inhibidos cuando 
CCR5 es coexpresado. El efecto es específico 
para las proteínas virales porque nuestros datos 
indican que la expresión de CCR5 no afectó ni 
a la unión de CXCL12 a su receptor CXCR4, 
ni a la señalización activada en consecuencia. 
Es muy probable que en los complejos CD4/
CXCR4/CCR5 el epítopo implicado en la unión 
de gp120IIIB esté oculto, mientras que CXCL12 
es capaz de unirse a su receptor.
Los complejos homo y heterodiméri-
cos se encuentran en equilibrio en la célula T 
CD4+. En esas condiciones la gp120 del virus 
se une al CD4 de la célula hospedadora, lo que 
origina cambios conformacionales tanto en el 
receptor como en la propia gp120, que expo-
ne sus dominios (dominio inducido por CD4 y 
hélice V3) permitiendo su posterior interacción 
con CXCR4. La unión de la gp120 al complejo 
CD4/CXCR4 activa transitoriamente a LIMK-
1, que a su vez fosforila la cofilina permitiendo 
de esta manera la polimerización de actina y 
el agrupamiento de CD4/CXCR4. A esta fase, 
le sigue una desfosforilación de la cofilina que 
promueve despolimerización de actina necesa-
ria para la entrada del virus en la célula húes-
ped. Se ejerce así un efecto sobre la dinámica 
de la actina clave en las primeras fases de la in-
fección viral. La coexpresión de CCR5 origina 
complejos oligoméricos CD4/CXCR4/CCR5 
que promueven cambios conformacionales tan-
to en CXCR4/CXCR4  como en CD4/CXCR4, 
e impiden la unión de gp120IIIB a los receptores 







Figura 71: Modelo propuesto para 
la modulación de la infección de 
cepas X4 del VIH-H por la coex-
presión de CCR5. Panel superior: 
cambio conformacional de CXCR4 
promovido por la coexpresión de 
CCR5 que impide la infección del 
VIH-1. Panel inferior: El cambio 
conformacional de CXCR4 promo-
vido por la coexpresión de CCR5 








Los datos aportados en este estudio 
resaltan la importancia de la oligomerización 
de receptores como dianas potenciales para 
el tratamiento del SIDA. El cambio de cepas 
R5 a cepas X4 del virus tiene una relevancia 
clínica importante, ya que se asocia a la pér-
dida masiva de células T CD4+ y al desarrollo 
de la enfermedad, sin embargo, hoy en día no 
existen antagonistas efectivos para las cepas 
X4. Estos datos abren la posibilidad de generar 
nuevos compuestos que permitan mimetizar el 
cambio conformacional de los complejos pro-
movido por CCR5 permitiendo así bloquear la 
infección de cepas X4 del VIH-1, sin alterar las 
respuestas funcionales de CXCR4. 
 2.Papel que juega el citoesque-
leto de actina en la formación de 
los complejos oligoméricos de los 
receptores de quimioquinas:
Algunos trabajos mantienen que los re-
ceptores pertenecientes a la familia de GPCRs 
pueden actuar como monómeros (Bayburt et al, 
2011; Ernst et al, 2007; Kuszak et al, 2009), 
sin embargo existen muchas evidencias de que 
forman complejos homo- y heterodiméricos e 
incluso entidades oligoméricas mayores. Los 
complejos existen en la superficie celular en 
ausencia de ligandos, y además se forman du-
rante su sintesís y maduración (Hamatake et 
al, 2009; Hernanz-Falcon et al, 2004; Perche-
rancier et al, 2005). No obstante, hasta el día 
de hoy se desconoce si la formación de estos 
complejos y su presencia en la superficie celu-
lar está regulada por otras proteínas, y cúal es 
su mecanismo de acción. 
Es cierto que se conoce que las quimio-
quinas promueven la agregación de los recep-
tores como paso previo a su internalización 
(Levoye et al, 2009; Percherancier et al, 2005), 
y nosotros detectamos mediante técnicas de 
FRET y TIRF-M, que CXCL12 promueve la 
agregación de CXCR4. Esta agregación de 
los receptores es mediada por el citoesqueleto 
de actina, ya que al tratar las células con la-
trunculina A (LatA) se bloquea. Sin embargo, 
la internalización de CXCR4 no está afectada 
(al tratar las células con LatA). Curiosamente, 
algunos trabajos anteriores realizados con el 
receptor b-adrenérgico (Angers et al, 2000) o 
con receptores purificados (Fung et al, 2009) 
han demostrado que los ligandos no afectan a 
la oligomerización de los receptores. El efec-
to de agregación de CXCR4 en la membrana 
promovido por CXCL12 es similar al detectado 
para el receptor GABAB (Calebiro et al, 2013). 
Dado el papel que el citoesqueleto de actina tie-
ne en muchas de las funciones asociadas a los 
receptores de quimioquinas, decidimos evaluar 
si también está implicado en la organización de 
estos receptores en la superficie celular y en su 
movilidad. Los datos de FRET, en presencia 
de un inhibidor de la polimerización de actina 
(Latrunculina A), revelaron que el citoesquele-
to de actina no afectaba a la oligomerización de 
CXCR4, pero si eliminaba el proceso de agre-
gación promovido por CXCL12.
Algo similar fue también detectado por 
TIRF-M, latrunculina A no afectó a la agrega-
ción inicial de CXCR4, pero también redujo 
la coalescencia de receptores promovida por 
CXCL12. Se sabe que las quimioquinas pro-
mueven agrupación del receptor previa a la in-
ternalización, lo que podía explicar la agrupa-
ción de los receptores promovida por CXCL12. 
Era lógico pensar que la inhibición del citoes-
queleto de actina podría afectar a la internaliza-
ción, y ser esa la razón por la que la agregación 
no se veía en presencia de latrunculina A. Sor-
prendentemente, nuestros estudios demostraron 
que la inhibición del citoesqueleto de actina no 
afectaba a la internalización de CXCR4 media-
da por CXCL12, que seguía produciéndose de 
manera natural en presencia de latrunculina A. 
Los datos indican que el citoesqueleto de acti-
na juega un papel clave en la movilidad de los 
receptores sobre la superficie celular, y que se 
trata de un proceso independiente al proceso de 
internalización. Además de la internalización, 
el bloqueo de la polimerización de actina tam-
poco alteró el proceso de reciclaje del receptor 
a la membrana celular.
Los experimentos de TIRF-M también 




cópico de difusión de los receptores y detectar 
que no es uniforme. De hecho hay receptores 
que presentan movimientos muy lentos, otros 
más rápidos e incluso un tercer movimiento 
con velocidad intermedia.
De hecho el patrón de difusión coin-
cide con el descrito para otros receptores, el 
denominado “hop-diffusion” (Kusumi et al, 
2005). El receptor está confinado en un com-
partimento de la membrana que está definido 
por proteínas transmembrana ligadas al citoes-
queleto de actina, pero al moverse puede saltar 
a otro compartimento adyacente donde vuelve 
a quedar temporalmente atrapado (Kusumi et 
al, 2005). Nuestro estudio revela que el movi-
miento intermedio corresponde a los receptores 
confinados en un compartimento, mientras que 
el movimiento más rápido se produce cuando 
el complejo salta a un compartimento adya-
cente, por otro lado los receptores más lentos, 
casi fijos, se localizan en las zonas con actina 
polimerizada. Estos datos concuerdan con los 
descritos previamente para otro GPCR como es 
el receptor MOR (Suzuki et al, 2005). 
El tratamiento con CXCL12 parece 
no alterar en demasía el patrón de movimien-
to, pero si redujo el número de receptores con 
movimiento rápido y aumentó el número de los 
lentos, lo que en combinación con los datos de 
FRET indicarían que el agrupamiento de recep-
tores disminuye su capacidad de movimiento 
en función de su mayor tamaño.
Nuestros datos de TIRF-M en células 
tratadas con latrunculina A demuestran que 
aunque la actina no participe en la formación 
de los complejos, si modula la difusión de los 
receptores. Observamos que las células tra-
tadas con el inhibidor presentan un patrón de 
movimiento que en la mayoría de las veces no 
coincide con el “hop-difusion”, y el número 
de receptores con velocidad lenta disminuye 
significativamente. Estas evidencias sugieren 
fuertemente que el efecto se debe a la ausencia 
de polimerización de actina, y por lo tanto indi-
ca que el citoesqueleto de actina es clave para 
la dinámica de CXCR4 en la membrana celular. 
El modelo concuerda con el descrito para otras 
proteínas de la superficie celular (Treanor et 
al, 2010; Wheeler et al, 2007).
En algunos casos la “compartimen-
talización” de los receptores en la membra-
na afecta su funcionalidad, así ocurre por 
ejemplo en el caso del receptor de células 
B (Mattila et al, 2013). También se observa 
en el caso del CXCR4, donde detectamos 
menor movilización de calcio en respuesta 
a diferentes concentraciones de CXCL12 en 
células tratadas con latrunculina A, y tam-
bién menor capacidad de activación de la 
proteína Gαi.
 
Demostramos la importancia de la 
agregación del receptor CXCR4 y compar-
timentalización en distintos ensayos funcio-
nales, observando que el tratamiento con 
LatA reduce la movilización del calcio in-
tracelular en respuesta a diferentes concen-
traciones de CXCL12. Confirmamos este 
efecto al estudiar la activación de la proteí-
na G, donde demostramos que el tratamien-
to con LatA reduce la activación promovida 
por CXCL12 a cualquier concentración. 
3.-Discusión global:
Aunque algunos estudios justifican 
la existencia de monómeros de GPCRs ca-
paces de activar proteínas G (Bayburt et al, 
2011; Ernst et al, 2007; Kuszak et al, 2009), 
técnicas basadas en transferencia de energía 
resonante han dejado claro la existencia de 
complejos oligoméricos de estos receptores 
en la superficie celular en ausencia de ligan-
dos (Hamatake et al, 2009; Hernanz-Falcon 
et al, 2004; Percherancier et al, 2005). Los 
receptores de quimioquinas no son una ex-
cepción, y complejos homo- y heterodimé-
ricos han sido estudiados en detalle. En este 
trabajo hemos profundizado en este análisis, 
observando en primer lugar que los comple-
jos de receptores difunden en la membrana 
celular, y lo hacen con un patrón de confi-
namiento temporal en compartimentos de 








proteínas de membrana que a él se asocian. 
Este modelo de difusión es similar al descrito 
para otras proteínas de membrana (Calebiro et 
al, 2013). El ligando promueve coalescencia 
temporal de dichas plataformas seguramente 
modificando temporalmente la polimerización 
de la actina de manera local, lo que facilita el 
reclutamiento de la maquinaria de señalización 
y la función final.
El trabajo desarrollado y la puesta a 
punto de las tecnologías empleadas permitirán 
en el futuro próximo un análisis más detallado 
de estos procesos y la identificación de las mo-
léculas involucradas para señalar nuevas dianas 
con potencial terapéutico.
Sin embargo, la dimerización de estos 
receptores, aunque aceptada en el campo, ne-
cesita de estudios de relevancia funcional aso-
ciados, y de evidencias en tejidos “in vivo” para 
alcanzar su auténtico valor en el campo médi-
co. La cuestión no es sencilla por cuanto las 
conformaciones de estos receptores son equili-
brios dinámicos (Martinez Munoz et al, 2009) 
definidos por los propios niveles de receptores 
y de ligandos que las células encuentran. De 
momento, en el campo de las quimioquinas no 
existen ligandos específicos para todas las con-
formaciones posibles, y llegar en experimentos 
“in vivo” a las células con dos ligandos simultá-
neamente es una tarea muy complicada.
Ante esta perspectiva muchos grupos de 
investigación analizan casos concretos en los 
que algunas conformaciones puedan asociar-
se a procesos de regulación fina de la función 
de las quimioquinas. En este sentido, nuestro 
trabajo define por primera vez que los hetero-
dímeros pueden afectar a la afinidad con que 
un receptor de quimioquinas concreto une su 
ligando específico. Este es un hecho conocido 
en otros receptores, por ejemplo en el caso de 
los receptores opiáceos (Jordan & Devi, 1999). 
Además hemos visto que el heterodímero tam-
bién modula la capacidad de estos receptores 
de activar proteína Gαi, molécula señalizadora 
clave en la función de esta familia de recepto-
res. Este aspecto corrobora lo ya descrito por 
Levoye y colaboradores para el caso de CXCR4 
y CXCR7, y otorga un nuevo punto de inter-
vención en la función de las quimioquinas al 
plantear que puede actuarse sobre un receptor 
sin inhibir la unión de su ligando y conseguir 
un efecto similar (Levoye et al, 2009).
Finalmente el trabajo describe por pri-
mera vez la existencia de complejos triméricos 
de CD4/CXCR4/CCR5 en la superficie celu-
lar en ausencia de ligandos. Pero todavía más 
importante es que la presencia de CCR5 alte-
ra la conformación de los otros receptores, y 
en consecuencia la unión de cepas VIH-1 que 
usan CXCR4 como correceptor. Esta observa-
ción explica un hecho evidenciado hacía tiem-
po, por qué las cepas de virus X4 infectaban 
más células de pacientes CCR5∆32, y por qué 
infectan mejor células Th2 que Th1 aunque los 
niveles de CD4 y CXCR4 sean similares (Gos-
selin et al, 2010; Rivino et al, 2004; Trkola et 
al, 2002). Además creemos que con este trabajo 
se establecen las bases para poder desarrollar 
compuestos que mimetizando el cambio con-
formacional promovido por CCR5 en los com-









1. El receptor EBI2 forma complejos heterodiméricos con CXCR5 en células B y modula la 
función de este receptor y el movimiento celular. El mecanismo implica un cambio confor-
macional en CXCR5 como consecuencia de su unión a EBI2 que redunda en una reducción 
de la afinidad con que CXCL13 se une a CXCR5, y eficacia con la que este ligando activa la 
proteína G.
2. El heterodímero EBI2/CXCR5 es por lo tanto una unidad funcional que contribuye a la plas-
ticidad de las respuestas promovidas por CXCL13 en las células B.
3. Cuando se expresan en la misma célula CD4, CXCR4 y CCR5, forman complejos heterotri-
méricos en ausencia de sus respectivos ligandos.
4. Formando parte de esos complejos, CCR5 inhibe la infección de cepas X4 del virus VIH-1, 
cepas que utilizan CD4 y CXCR4 como puerta de entrada a la célula. El mecanismo implica 
que la coexpresión de CCR5 modifica tanto la conformación de los homodímeros CXCR4/
CXCR4 como la de los heterodímeros CD4/CXCR4. En consecuencia el complejo CD4/
CXCR4/CCR5 no permite la unión de la proteína de la envuelta viral gp120, paso clave para 
que se desencadene la señalización necesaria para la infección viral.
5. Los agregados de CXCR4 en la membrana celular tienen un movimiento de difusión que los 
hace estar temporalmente confinados en un compartimento y saltar a otro compartimento ad-
yacente donde vuelven a estar atrapados durante otro periodo de tiempo.
6. El citoesqueleto de actina no controla la dimerización de CXCR4, pero regula la difusión de 
los complejos de receptores en la membrana y su función.
7. CXCL12 regula la agregación de CXCR4 en un proceso dependiente del citoesqueleto de 
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